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P2X-Rezeptoren treten aufgrund ihrer Präsenz in verschiedensten Organsystemen des 
menschlichen Körpers zunehmend in den Mittelpunkt zahlreicher Forschungsansätze. 
Besonderes Interesse gilt dabei u.a. den P2X2/3-Rezeptoren, da in ihnen ein neuer Angriffspunkt 
für die Entwicklung von Schmerztherapeutika gesehen wird. Trotz enormer Fortschritte in 
diesem Bereich, bleiben die Vorgänge und strukturellen Gegebenheiten, die zur Öffnung der 
Ionenkanäle führen, weiterhin spekulativ. 
In der vorliegenden Arbeit wurden mithilfe einer Mutagenese einzelne Aminosäuren des hP2X2-
Rezeptors, welche sich in geringer Entfernung zueinander zwischen zwei Untereinheiten 
befanden, durch Cysteine substituiert. Die Auswahl der Aminosäuren erfolgte dabei anhand 
eines Homologiemodells des hP2X2-Rezeptors und des Aminosäureabgleichs zwischen den 
hP2X2- und hP2X3-Rezeptoren. Auf diese Weise sollte deren Interaktion über eine mögliche 
Ausbildung von Disulfidbrücken zwischen zwei Untereinheiten untersucht werden. Die 
Rezeptorfunktion wurde anschließend mittels der whole-cell patch-clamp-Technik 
charakterisiert. Der Rezeptor reagierte bei allen untersuchten Varianten mit einem 
Funktionsverlust, ein spontan öffnender Kanal konnte somit nicht generiert werden. 
Durch die Kombination der verschiedenen hP2X2-Rezeptor-Cysteinmutanten mit einer hP2X3-
Rezeptor-Cysteindoppelmutante, konnte gezeigt werden, dass sich die verschiedenen 
Untereinheiten im heterotrimeren hP2X2/3-Rezeptor nicht soweit annähern, dass eine 
Disulfidbrücken-Bildung zwischen den Untereinheiten möglich wird. Es konnte allerdings 
verdeutlicht werden, dass für die Aktivierung des heterotrimeren hP2X2/3-Rezeptors zwei 







Formalien: englische Begriffe und Formelzeichen wurden kursiv geschrieben  
Abkürzung   Terminus 
°C    Grad Celsius 
Å    Ångström 
α,ß-meATP   α,ß-Methylen-Adenosin-5’-triphosphat 
ß,γ-meATP   ß,γ-Methylen-Adenosin-5’-triphosphat 
µl    Mikroliter 
µM    Mikromolar 
2-meSATP   2-Methylthio-Adenosin-5’-triphosphat 
ADP    Adenosindiphosphat 
AgCl    Silberchlorid 
Ap5A    P1,P5-Di(Adenosin-5’)pentaphosphat 
AS    Aminosäure 
ATP    Adenosin-5’-triphosphat 
ATP-γ-S   Adenosin-5’-O-(3-thiotriphosphat) 
bp    Basenpaar 
Bz-ATP   2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)-Adenosin-5’-triphosphat 
bzw.    beziehungsweise 
CaCl2    Kalziumchlorid 
cDNA    komplementäre Desoxyribonukleinsäure (complementary DNA) 
cm2    Quadratzentimeter 
CO2    Kohlenstoffdioxid 
CsCl    Cäsiumchlorid 
CsOH    Cäsiumhydroxid 
C-Terminus   Carboxy-Terminus 
CTP    Cytidin-5’-triphosphat 





DMEM    Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 
dNTP    Desoxyribonukleosidtriphosphat 
DTT    Dithiothreitol 
EC    extrazelluläre Lösung 
EC50    halbmaximale effektive Konzentration 
EDTA    Ethylendiaminotetraessigsäure 
EGFP verstärktes grünfluoreszierendes Protein (enhanced green 
fluorescent protein) 
EGTA    Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsäure 
et al.    et alia 
FKS    Fötales Kälberserum 
GΩ    Gigaohm 
HCl    Salzsäure 
HEK293   humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney cell) 
HEPES   2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
I    Stromstärke 
IC50    halbmaximale inhibitorische Konzentration 
KCl    Kaliumchlorid 
kHz    Kilohertz 
Li-GTP   Guanosin-5’-triphosphat (Lithium Salz) 
M    Molar 
MΩ    Megaohm 
mg    Milligramm 
MgCl2    Magnesiumchlorid 
min    Minute 
ml    Milliliter 
mm    Millimeter 





ms    Millisekunde 
MTSEA   2-Aminoethyl Methanethiosulfonat Hydrobromid 
MTSES   2-Sulfonatoethyl Methanethiosulfonat Natriumsalz 
mV    Millivolt 
n    Zellzahl 
NaCl    Natriumchlorid 
NaOH    Natriumhydroxid 
ng    Nanogramm 
N-Terminus   Amino-Terminus 
pA    Pikoampere 
PCR    Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) 
PKC    Proteinkinase C 
PPADS   Pyridoxal-5’-phosphat-6-azophenyl-2’,4’-disulfonsäure 
RFP    rot fluoreszierendes Protein (red fluorescent protein) 
RNA    Ribonukleinsäure 
rpm    Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute) 
s    Sekunde 
s.    siehe 
SEM    Standardfehler der Mittelwerte (standard error of the mean) 
sog.    sogenannt 
TM    Transmembrandomäne 
TNP-ATP   2’,3’-O-(2,4,6-trinitrophenyl)adenosin-5’-triphosphat 
U    Enzymeinheit (unit) 
u.    und 
u.a.    unter anderem 
UDP    Uridindiphosphat 
USA    Vereinigte Staaten von Amerika (United States of America) 
UTP    Uridin-5’-triphosphat 
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1.1 ATP als Signalmolekül 
ATP fungiert nicht nur als bedeutende intrazelluläre Energiequelle, sondern auch als 
extrazellulärer Modulator und Neurotransmitter. Trotz der folgenden Beschreibungen blieb die 
extrazelluläre Wirkung von ATP bis in die frühen Neunziger Jahre umstritten (Burnstock, 2014). 
Die erste Schilderung der Wirkung von Adenin-Verbindungen auf Herz und Blutgefäße von 
Säugern erfolgte bereits im Jahre 1929 (Drury and Szent-Györgyi, 1929). Viele Jahre später 
wurde vermutet, dass ATP als Transmitter nicht-adrenerger und nicht-cholinerger Weiterleitung 
in Darmpräparaten des Meerschweinchens sowie der Harnblase agiert (Burnstock et al., 1972, 
1970). Dies führte zur Prägung des Begriffs „purinerge Neurotransmission“ (Burnstock, 1972). 
Verantwortliche purinerge Rezeptoren wurden erstmals 1976 vorgeschlagen (Burnstock, 1976).  
Purinerge Rezeptoren lassen sich in zwei Gruppen, die P1- und P2-Rezeptoren, einteilen. 
P1-Rezeptoren werden durch Adenosin und P2-Rezeptoren durch Nukleosidtri-, 
bzw. -diphosphate oder Nukleosidzucker aktiviert. Die P2-Rezeptoren lassen sich weiter 
untergliedern in ionotrope P2X- und metabotrope P2Y-Rezeptoren. Bei den P2Y-Rezeptoren 
handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, wohingegen P2X-Rezeptoren 
ligandengesteuerte Ionenkanäle darstellen (Abbracchio and Burnstock, 1994; Ralevic and 
Burnstock, 1998). 
1.2 Funktionelle und strukturelle Eigenschaften der P2X-Rezeptoren 
Die ersten für P2X-Rezeptor-Untereinheiten kodierenden DNA gelang es 1994 zu isolieren 
(Brake et al., 1994; Valera et al., 1994) und seitdem konnten sieben verschiedene Untereinheiten 
(P2X1-P2X7) identifiziert werden (Khakh and North, 2012; North, 2002). Die Untereinheiten 
weisen eine Sequenzidentität von 26-47% und Längen von 379 (P2X6) bis 595 (P2X7) 
Aminosäuren auf. Eine Rezeptor-Untereinheit besteht aus zwei hydrophoben 
Transmembrandomänen (TM1 und TM2), verbunden durch eine extrazelluläre Schleife, und 
intrazellulär gelegen, jeweils einen Carboxy- (C-) und Amino- (N-)-Terminus (s. Abbildung 1A; 
Khakh et al., 2001). Drei dieser Untereinheiten formen einen Rezeptor, was durch 
Veröffentlichung der Kristallstruktur des geschlossenen Zebrafisch-P2X4-Rezeptors (zfP2X4) 
verifiziert werden konnte (s. Abbildung 1B; Kawate et al., 2009; Nicke et al., 1998). So können 
Mutagenese-Studien anhand der Kristallstruktur besser geplant und interpretiert werden. Die 
Struktur einer Rezeptor-Untereinheit kann ohne die intrazellulären N- und C-Termini mit dem 
Umriss eines Delfins verglichen werden. Demnach weist sie eine Kopfdomäne, eine 





Die extrazelluläre Domäne zeichnet sich durch eine Länge von ~280 Aminosäuren aus, wobei 
mehr als 90 der Aminosäure-Reste in mindestens fünf der sieben P2X-Rezeptor-Untereinheiten 
konserviert vorliegen. Eine übereinstimmende Sequenz für die Agonisten-Bindung fehlt 
allerdings (Evans, 2008). Die extrazelluläre Schleife verfügt zudem über 10 konservierte 
Cystein-Reste, welche Disulfidbrücken ausbilden (s. Abbildung 1A; Ennion and Evans, 2002). In 
verschiedenen Mutagenese-Studien konnten Aminosäuren der extrazellulären Domäne der 
P2X1-, P2X2-, P2X3- und P2X4-Rezeptoren identifiziert werden, die an der Bindung von ATP 
maßgeblich beteiligt sind. Positiv geladene Lysin-Reste scheinen dabei die Bindung des negativ 
geladenen Phosphat-Schwanzes von ATP zu koordinieren (Bodnar et al., 2011; Coddou et al., 
2011; Evans, 2010).  
 
Durch die Kristallstruktur des zfP2X4-Rezeptors mit gebundenem ATP konnten die für die 
Agonisten-Bindung verantwortlichen Aminosäuren verifiziert werden. Im Speziellen sind dies 
nach Nummerierung des zfP2X4-Rezeptors die zehn Aminosäuren K70, K72, T189, L191, 
Abbildung 1: Struktur des P2X2-Rezeptors 
A Schematische Darstellung einer rP2X2-Untereinheit mit intrazellulär gelegenen Amino- und Carboxy-Termini, 
sowie die Transmembrandomänen (TM1 und TM2). Die grau unterlegten (N) verdeutlichen glykosylierte Reste am 
nativen P2X2-Rezeptor. (C) spiegeln die 10 konservierten Cystein-Reste mit möglicher Disulfidbrücken-Bildung 
wider. (T), (S) und (H) stehen für die Aminosäuren Threonin, Serin sowie Histidin (modifiziert nach North, 2002). 
B Modell eines P2X2-Rezeptortrimers, welches auf Basis der Kristallstruktur des geschlossenen zfP2X4-Rezeptors 
generiert wurde (Dr. T. Riedel, AG Illes, Leipzig). Die drei Untereinheiten sind in unterschiedlichen Farben 
abgebildet. C- und N-Terminus sind nicht dargestellt. 
C P2X2-Rezeptor-Untereinheit verglichen mit dem Umriss eines Delfins, mit Kopfdomäne, Rückenflosse und 
Brustflosse (modifiziert nach Kawate et al., 2009). 





K193, L217, I232, N296, R298, K316 (Hattori and Gouaux, 2012). Der Agonist ATP bindet 
jeweils zwischen zwei Untereinheiten, zwischen der Kopfdomäne der einen und der 
Rückenflosse der daneben liegenden Untereinheit (Hattori and Gouaux, 2012; Marquez-Klaka et 
al., 2007; Wilkinson et al., 2006). Es können also maximal drei Moleküle ATP gebunden 
werden. Es wird vermutet, dass die Bindung des Agonisten eine Konformationsänderung 
(Annäherung der Rückenflosse einer Untereinheit an die Kopfdomäne der danebenliegenden) am 
Rezeptor und schließlich eine Iris-ähnliche Öffnung der Pore des Ionenkanals bewirkt. Die Ionen 
sollen dabei über seitliche Öffnungen im Rezeptor in den Kanal gelangen (Hattori and Gouaux, 
2012).  
Nach wie vor ist jedoch unklar, wie viele Moleküle eines Agonisten benötigt werden, um den 
Rezeptor zu aktivieren. Studien, die darauf hindeuten, dass zwei gebundene Agonisten zur 
Rezeptor-Aktivierung ausreichen (Hausmann et al., 2012; Karoly et al., 2008; Stelmashenko et 
al., 2012; Wilkinson et al., 2006), stehen denjenigen gegenüber, die drei gebundene Agonisten 
für einen funktionierenden Ionenkanal postulieren (Bean, 1990; Bhargava et al., 2012; Shinghua 
Ding and Sachs, 1999). 
P2X-Rezeptoren sind abgesehen von der P2X5-Untereinheit, welche eine zusätzliche Chlorid-
Ionenleitfähigkeit ausweist, kationenselektiv. Mit Ausnahme der P2X6-Rezeptor-Untereinheit 
formen die P2X-Untereinheiten funktionelle Homotrimere (North, 2002). Daneben ist eine 
Zusammenlagerung zu Heterotrimeren möglich. Bisher sind Heterotrimere aus P2X1/2, P2X1/4, 
P2X1/5, P2X2/3, P2X2/5, P2X2/6 und P2X4/6 beschrieben (Aschrafi et al., 2004; Coddou et al., 
2011; Compan et al., 2012; Hausmann et al., 2012; Lewis et al., 1995). Neuesten Studien zufolge 
scheint jedoch auch eine Rezeptor-Bildung aus drei unterschiedlichen Untereinheiten (P2X2/4/6) 
möglich (Antonio et al., 2014).  
Die einzelnen Rezeptortrimere weisen diverse Unterschiede im Vorkommen, der Kinetik sowie 
im pharmakologischen Profil auf (Jarvis and Khakh, 2009). Exprimiert werden P2X-Rezeptoren 
u.a. im zentralen, peripheren sowie autonomen Nervensystem, im Epithel verschiedener Gewebe, 
in Strukturen des Bewegungsapparats, wie Knochen oder Skelettmuskulatur, im Gefäßendothel, 
Thrombozyten und Zellen des Immunsystems, wie Makrophagen oder Lymphozyten (North, 
2002). Somit wird das Interesse an der weiteren Erforschung der Funktion und Struktur dieser 
Rezeptoren, welche ubiquitär im Körper vorkommen, deutlich, da sie ein geeignetes Target für 
therapeutische Ansätze, wie beispielsweise der Schmerzbekämpfung, darstellen können. Die 
Tatsache, dass nach wie vor wenig über die strukturellen Vorgänge an diesen Rezeptoren 






1.3 Eigenschaften des P2X2-Rezeptors 
1.3.1 Vorkommen und Bedeutung des P2X2-Rezeptors 
Die Ratten-P2X2-Rezeptor-cDNA wurde erstmals aus Phäochromozytom-Zellen (PC12-Zellen) 
isoliert (Brake et al., 1994). 1999 gelang es, humane P2X2-cDNA aus der Hirnanhangsdrüse zu 
klonieren (Lynch et al., 1999). Das Gen für den humanen P2X2-Rezeptor umfasst 11 Exons und 
liegt auf Chromosom 12 (Kaczmarek-Hajek et al., 2012). Der P2X2-Rezeptor wird in weiten 
Teilen des zentralen sowie peripheren Nervensystems und des myenterischen Plexus der Ratte 
exprimiert (Nörenberg and Illes, 2000). Im zentralen Nervensystem ist der P2X2-Rezeptor im 
Cortex (Großhirnrinde), Cerebellum (Kleinhirn), Hypothalamus, Striatum, Hippocampus, 
Nucleus tractus solitarii sowie im Hinterhorn des Rückenmarks (s. Abbildung 2) lokalisiert. So 
scheint es wahrscheinlich, dass dieser Ionenkanal an mannigfaltigen Funktionen des zentralen 
Nervensystems, wie Gedächtnis, motorischen und autonomen Funktionen sowie Sensibilität 
beteiligt ist (Gever et al., 2006). Zellen im Ganglion inferius des X. Hirnnervs (ehemals 
Ganglion nodosum) enthalten fast ausschließlich P2X2- und P2X2/3-Rezeptoren (Cockayne et 
al., 2005; Lewis et al., 1995; Thomas et al., 1998). Allerdings scheinen die homo- sowie 
heterotrimeren P2X2- und P2X2/3-Rezeptoren nicht an der Entstehung akuter 
Schmerzempfindungen beteiligt zu sein. In Untersuchungen mit knock out-Mäusen stellte sich 
vielmehr heraus, dass die P2X2-Rezeptor-Untereinheit an der zweiten Phase (15-30 Minuten 
nach Injektion) der Formalin-induzierten Schmerzantwort mitwirkt, am ehesten in Form eines 
P2X2/3-Rezeptors. Außerdem ist die P2X2-Rezeptor-Untereinheit in den sympathischen 
Ganglien, Ganglion coeliacum und Ganglion cervicale superior, mehrheitlich an den ATP-
abhängigen Rezeptorantworten von Nagern beteiligt (Cockayne et al., 2005; Xiang et al., 1998). 
Der P2X2-Rezeptor findet sich zudem auf humanen B-Lymphozyten, im Urothel der 
menschlichen Blase, Cochlea-Zellen des Meerschweinchens, Zellen der Retina, im 
Nebennierenmark und in Herzzellen der Ratte, um nur einige zu nennen (Greenwood et al., 
1997; Hansen et al., 1999; Housley et al., 1999; Kaczmarek-Hajek et al., 2012; King et al., 1998; 
Sluyter et al., 2001; Tempest et al., 2004; Vulchanova et al., 1996). Der P2X2-Ionenkanal ist 
auch auf reifen Osteoblasten der Ratte vorhanden und somit am Knochenstoffwechsel beteiligt 
(Orriss et al., 2012). Der P2X2-Rezeptor-Untereinheit wird ebenso eine Rolle bei den Prozessen 
im Karotissinus und der Atemantwort auf Hypoxie zugeschrieben (Rong et al., 2003). Ebenso 
wirkt der homotrimere P2X2-Rezeptor an der Peristaltik im Dünndarm der Maus mit (Ren et al., 
2003). Zudem wird der P2X2-Rezeptor zusammen mit dem P2X3-Rezeptor auf 





1.3.2 Pharmakologische Eigenschaften des P2X2-Rezeptors 
Der P2X2-Rezeptor gehört neben P2X4, P2X5 und P2X7 zu den langsam desensitisierenden 
Rezeptoren (Brake et al., 1994; North, 2002). Am stärksten wird der P2X2-Ionenkanal durch 
ATP, ATP-γ-S und 2-meSATP aktiviert (Bianchi et al., 1999; Brake et al., 1994; Lynch et al., 
1999). Bz-ATP und CTP sind weniger potente Agonisten (Evans et al., 1995; King et al., 1997). 
α,β-meATP, β,γ-meATP, ADP sowie UTP sind sehr schwache Agonisten, die erst ab sehr hohen 
Konzentrationen einen Ionenstrom hervorrufen (Bianchi et al., 1999; Evans et al., 1995; King et 
al., 1996). Der humane P2X2-Rezeptor-Wildtyp zeigt erst ab Konzentrationen von 300 µM 
α,β-meATP eine Stromantwort (Neelands et al., 2003).  
Wird an einer der drei Bindungstaschen ein ATP-Molekül gebunden, was allein zu keiner 
Kanalaktivierung führt, scheint sich allerdings die Konformation des Rezeptors dahingehend zu 
ändern, dass auch andere Nukleotide (CTP; UTP; ADP) mit eigentlich geringer Effektivität am 
P2X2-Rezeptor den Ionenkanal öffnen können (Browne and North, 2013). 
PSB-1011 und NF770 sind die potentesten und selektivsten Antagonisten, die für den P2X2-
Rezeptor bisher gefunden wurden. Bei dem Mechanismus handelt es sich um einen kompetitiven 
Antagonismus (Baqi et al., 2011; Wolf et al., 2011). PSB-10129, ein positiver Modulator, führt 
dagegen zu einer dreimal größeren Stromantwort auf ATP (Baqi et al., 2011). 
1.3.3 Interaktion mit anderen Rezeptoren 
Homotrimere P2X2-Ionenkanäle interagieren mit anderen Rezeptoren, wie beispielsweise dem 
n-Acetylcholin-α4β2-Rezeptor. Diese Rezeptoren wirken bei enger räumlicher Anordnung an der 
Plasmamembran über eine Kreuzhemmung aufeinander ein (Khakh et al., 2005). Ähnlich verhält 
es sich bei der Interaktion der kationischen Rezeptoren, den P2X2- und 
5-HT3-(Serotonin)-Rezeptoren, die auf verschiedenen Neuronen koexprimiert vorliegen. Hier 
kommt es ebenso zu einer gegenseitigen Hemmung der Rezeptor-Aktivität, mit entscheidender 
Rolle der intrazellulären Strukturen, wie beispielsweise dem C-Terminus der P2X2-Rezeptoren 
(Boué-Grabot et al., 2003). Eine Koexpression von exzitatorischen P2X2- und inhibitorischen 
GABAc-ρ1-Rezeptoren, welche beide an einer schnellen synaptischen Übertragung beteiligt 
sind, führt ebenfalls zu einer reziproken Hemmung der beiden Rezeptor-Typen, sobald beide 
Rezeptoren aktiviert werden. Dabei spielen ebenfalls intrazellulär gelegene Rezeptor-Strukturen, 
wie der C-Terminus der P2X2-Rezeptoren, eine wesentliche Rolle (Boué-Grabot et al., 2004a). 
Analoge Ergebnisse brachten Untersuchungen mit P2X2- und GABAA-Rezeptoren, wobei der 
gegenseitig hemmende Effekt zusätzlich von der Untereinheitenzusammensetzung im 





stärker auf die P2X-Rezeptor-Aktivierung ausübt, als umgekehrt. Diese Kreuzhemmung scheint 
ein Weg zu sein, sowohl Exzitation als auch Inhibition sensorischer Informationen in Waage zu 
halten (Boué-Grabot et al., 2004b). Zudem wird angenommen, dass P2X2-Rezeptoren Einfluss 
auf die Expressions-Rate von GABAA-Rezeptoren haben. Die Zahl der intrazellulär exprimierten 
GABAA-Rezeptoren nahm nach P2X-Rezeptor-Aktivierung zu, wobei auf der Zelloberfläche 
ausgebildete GABAA-Rezeptoren abnahmen. Dies wurde womöglich durch eine intrazelluläre 
Dissoziierung von GABAA-Rezeptoren von P2X2-Rezeptoren durch ATP bedingt. Intrazellulär 
gebildete Komplexe der beiden Rezeptor-Typen werden zusammen auf der Zelloberfläche, 
extrasynaptisch, exprimiert (Shrivastava et al., 2011). 
1.3.4 Modulation des P2X2-Rezeptors 
Im Vergleich zu anderen homotrimeren P2X-Rezeptoren ist den Ratten-P2X2-Rezeptoren eigen, 
dass ein saurer pH-Wert zu einer Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve führt, 
wobei der maximal hervorgerufene Einwärtsstrom unverändert bleibt. Eine maximale 
Potenzierung stellt sich bei einem pH-Wert von 6,5 ein. Eine Alkalisierung zeigt einen 
gegenteiligen Effekt (King et al., 1997, 1996; Stoop et al., 1997). Durch eine Mutagenese-Studie, 
bei welcher extrazelluläre Histidine durch Alanin ausgetauscht wurden, konnte eine Aminosäure 
(H319) identifiziert werden, die für die Koordinierung von Protonen verantwortlich zu sein 
scheint (Clyne et al., 2002). Untersuchungen an PC12-Zellen der Ratte zeigten, dass saure pH-
Werte um 6,0 bei ATP-Konzentrationen <0,1 mM zu einer Potenzierung der Stromantwort 
führen, wohingegen sie bei hohen Agonisten-Konzentrationen (>1 mM) eine hemmende 
Wirkung auf die Rezeptorfunktion ausüben (Skorinkin et al., 2003). Der humane P2X2-Rezeptor 
zeigt zwar eine leichte Potenzierung unter sauren Bedingungen, allerdings ist dieser Effekt 
weitaus schwächer ausgeprägt als bei Versuchen mit dem Ratten-Rezeptor (Tittle and Hume, 
2008).  
Da Zink, nach Eisen, das im Körper am häufigsten vorkommende Spurenelement und allein mit 
ungefähr 150 µM im Gehirn vorhanden ist, erscheint das Wissen um die Wechselwirkungen von 
Zink mit diversen Strukturen im Körper unerlässlich (Choi and Koh, 1998). So führen 
anwesende Zink-Ionen beispielsweise zu einer bis zu 20-fachen Potenzierung der Stromantwort 
des Ratten-P2X2-Rezeptors auf submaximale Konzentrationen von ATP (Brake et al., 1994; 
Wildman et al., 1998). An diesem Effekt mitwirkende Aminosäuren (H120 und H213) wurden 
durch Mutagenese extrazellulärer Histidine ermittelt (Clyne et al., 2002). Es konnte schließlich 
gezeigt werden, dass sich die Zink-Bindungstasche zwischen zwei nebeneinanderliegenden 





Histidine wurden durch Lorca et al. (2005) neben H120 und H213 um H192 und H245 erweitert. 
Die Potenzierung am P2X2-Rezeptor durch Zink-Ionen oder den pH-Wert findet folglich an 
unterschiedlichen Angriffspunkten statt. Zudem ist der Potenzierungseffekt dieser beiden 
Modulatoren nicht additiv. Vielmehr ist keine erhöhte ATP-Affinität durch Zink-Ionen bei pH-
Werten um 5,5 mehr zu verzeichnen (Wildman et al., 1998). Bemerkenswert ist, dass Zink-
Konzentrationen >100 µM inhibitorisch auf die Rezeptor-Funktion einwirken (Clyne et al., 
2002; Wildman et al., 1998).  
Interessanterweise üben Zink-Ionen, unabhängig von der Konzentration, grundsätzlich einen 
inhibitorischen Effekt auf den humanen P2X2b-Rezeptor (splice-Variante des hP2X2-Rezeptors, 
s. 1.3.5) aus. Anhand des Aminosäureabgleichs zwischen Ratten- und humanem P2X2-Rezeptor 
stellt man fest, dass für die Zink-Bindung relevante Histidine nicht konserviert vorliegen. 
Lediglich das Histidin H120 der Ratte ist analog beim Menschen vorhanden (H132). Der 
Position H213 der Ratte steht beim Menschen ein Arginin (R225) gegenüber. Die 
verantwortliche inhibitorische Bindungsstelle für Zink-Ionen am humanen P2X2-Rezeptor gilt es 
allerdings noch zu identifizieren (Tittle and Hume, 2008). Möglicherweise beteiligte 
Aminosäuren sind H204, H209 und H330, welche sich zwischen zwei Untereinheiten 
gegenüberliegen (Punthambaker et al., 2012; Tittle and Hume, 2008). Bedenkt man, dass Zink-
Ionen zusammen mit anderen Neurotransmittern im synaptischen Spalt von Neuronen 
ausgeschüttet werden (Frederickson et al., 2005), erscheint es wahrscheinlich, dass auch in vivo 
ein inhibitorischer Effekt auf P2X2-Rezeptoren im menschlichen Körper ausgeübt wird. 
Kupfer-Ionen wirken in Konzentrationen zwischen 1 µM und 130 µM auf den 
Ratten-P2X2-Rezeptor ebenfalls als positiver Modulator mit bis zu 30-facher Erhöhung der 
ATP-Affinität. Analog zu Zink-Ionen, führt Kupfer unter ATP-Applikation zu einer 
Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve, ohne Beeinflussung der maximalen 
Stromantwort. Experimente, bei denen Zink-Ionen in einer Konzentration, die zu einer 
maximalen Potenzierung am P2X2-Rezeptor führt (100-130 µM), gleichzeitig mit Kupfer-Ionen 
appliziert wurden, zeigten keinen additiven Effekt der Potenzierung, was eine gemeinsame 
Bindungstasche dieser Ionen vermuten lässt (Lorca et al., 2005; Xiong et al., 1999). Eine 
mögliche Bindungstasche für Kupfer-Ionen beinhaltet die Histidine H120, H192, H213 und 
H319. Nickel- und Quecksilber-Ionen wirken gleichfalls als positive Modulatoren am P2X2-
Rezeptor (Lorca et al., 2005). Beim humanen P2X2-Rezeptor führen Kupfer-Ionen zu einer 
Inhibition der Rezeptorfunktion. Die an der Zink-Bindung involvierten Histidine und zwei 
extrazelluläre Disulfidbrücken wurden als mitverantwortlich für den hemmenden Kupfer-Effekt 





Nervensystem lassen darauf schließen, dass die P2X2-Rezeptoren dieser Patienten funktionslos 
sind (Punthambaker and Hume, 2014).  
Andere divalente Kationen wie Mangan, Magnesium, Calcium oder Barium reduzieren 
grundsätzlich die Stromantwort auf ATP, am ehesten durch Blockade der Pore des Ionenkanals 
(S. Ding and Sachs, 1999; King et al., 1997). Calcium-Konzentrationen von 0,3-30 mM 
inhibieren die Stromantwort des Ratten-P2X2-Rezeptors (IC50 = 4,6 ± 0,2 mM). Mit Steigerung 
der ATP-Konzentration wird dieser hemmende Effekt schwächer (Evans et al., 1996; Virginio et 
al., 1998). 
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie H2O2, führen ebenfalls zu einer Potenzierung der Ratten-
P2X2-Rezeptor-Antwort auf ATP. Dieser Vorgang wird über das am C-Terminus gelegene 
Cystein C430 vermittelt und kann somit als intrazellulärer Redox-Sensor einer Zelle fungieren 
(Coddou et al., 2009). 
Bei dem Abbau von Häm werden verschiedene Substanzen, u.a. Kohlenmonoxid (CO), 
freigesetzt (Maines and Gibbs, 2005). Am homotrimeren Ratten-P2X2-Rezeptor wirkt CO als 
reversibler positiver Modulator bei ATP-Konzentrationen unterhalb des EC50-Wertes. Bei 
höheren ATP-Konzentrationen ist ein schwacher inhibitorischer Effekt zu verzeichnen. Dies 
könnte eine entscheidende Rolle bei den sensorischen Vorgängen am Karotis-Sinus spielen 
(Wilkinson et al., 2009). 
Gleichzeitige Applikation von ATP und Ethanol führt zu einer Rechtsverschiebung der 
Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Ratten-P2X2-Rezeptors, ohne Beeinflussung des 
maximalen Einwärtsstroms. Für diesen hemmenden Effekt verantwortliche Strukturen an der 
P2X2-Rezeptor-Untereinheit gilt es noch aufzuklären (Asatryan et al., 2008; Davies et al., 2002). 
1.3.5 Splice-Varianten des P2X2-Rezeptors und Desensitisierungsverhalten 
Eine Besonderheit ist das Vorkommen von sog. splice-Varianten von P2X-Rezeptoren. Für den 
Wildtyp-P2X2-Rezeptor wurden in verschiedenen Spezies wie Ratte, Meerschweinchen und dem 
Menschen derartige Varianten gefunden. Die unterschiedlichen Formen des Rezeptors, die dabei 
entstehen, konnten in mehreren Geweben nachgewiesen werden. Sie zeichnen sich durch 
unterschiedliche pharmakologische und kinetische Eigenschaften aus (Brändle et al., 1997; Chen 
et al., 2000; Housley et al., 1995; Koshimizu et al., 1998; Lynch et al., 1999; Parker et al., 1998; 
Simon et al., 1997). So wurden verschiedene solcher splice-Varianten in Ratten identifiziert, 
wobei nur die rP2X2b-Variante (ursprünglich auch P2X2-2 genannt) mit 69 fehlenden 
Aminosäuren im C-Terminus einen funktionellen Ionenkanal hervorbringt. Hauptunterschied 





dass der C-Terminus maßgeblich am Desensitisierungsverhalten der P2X2-Rezeptoren beteiligt 
ist (Brändle et al., 1997; Koshimizu et al., 1998; Simon et al., 1997). Demgegenüber steht die 
analoge splice-Variante im humanen P2X2-Rezeptor (hP2X2b), die zu einer Deletion von 67 
Aminosäuren im C-Terminus führt. Allerdings zeigt diese Rezeptorform im Gegensatz zum 
Ratten-P2X2b-Rezeptor keine beschleunigte Desensitisierung im Vergleich zum Wildtyp-
Rezeptor bei Agonisten-Applikation (Lynch et al., 1999).  
Eine Studie mit humanen P2X1- und P2X2-Rezeptoren zeigte dagegen, dass die 
Aminosäuresequenz (Nβ) des Amino-Terminus kurz vor der TM1 eine entscheidende Rolle 
hinsichtlich der Kinetik spielt. Tauscht man eine Aminosäuresequenz (Nβ) des Amino-Terminus 
nahe der TM1 der beiden Rezeptoren aus, also die des P2X1-Rezeptors wird durch die des 
P2X2-Rezeptors ersetzt und umgekehrt, zeigt sich ein veränderter Zeitverlauf der 
Rezeptorkinetik. P2X1-2Nβ-Rezeptoren wiesen eine reduzierte, P2X2-1Nβ-Rezeptoren eine 
beschleunigte Desensitisierung auf. Der Austausch der jeweiligen Transmembrandomänen der 
beiden P2X-Rezeptoren allein zeigte keinen Einfluss auf das Desensitisierungsverhalten. Eine 
Kombination der Chimären mit veränderten TM-Domänen und Amino-Termini verstärkte 
dagegen den Effekt auf das Desensitisierungsverhalten (Allsopp and Evans, 2011). 
Beachtet man all die Unterschiede in den Eigenschaften der P2X2-Rezeptoren verschiedener 
Spezies, wird deutlich, dass in vitro sowie in vivo Experimente mit Rezeptor-DNA von 
Nagetieren nicht ohne Weiteres auf humane Rezeptoren und damit Vorgänge im menschlichen 
Körper übertragen werden können. Vielmehr ist es wichtig, kinetische und pharmakologische 
Besonderheiten direkt an humanen Ionenkanälen zu charakterisieren. Die voranstehenden 
Ausführungen zeigen zudem ein breites Wissen um eine mögliche Modulation des P2X2-
Rezeptors, allerdings bleibt der Vorgang, wie es zur Öffnung dieses Ionenkanals kommt, nach 
wie vor weitestgehend unklar. 
1.4 Eigenschaften des P2X3- und P2X2/3-Rezeptors 
1.4.1 Vorkommen und Bedeutung des P2X3-Rezeptors 
Das Gen des P2X3-Rezeptors der Ratte konnte 1995 aus Hinterwurzelganglien kloniert werden. 
Der Rezeptor zeigte Eigenschaften ähnlich derer, die bereits für Kanäle von sensorischen 
Neuronen beschrieben wurden, womit die weite Verbreitung des P2X3-Rezeptors im peripheren 
Nervensystem erstmals belegt wurde (Chen et al., 1995). Die cDNA des humanen P2X3-
Rezeptors wurde zwei Jahre später aus Herzzellen isoliert. Das Gen für den hP2X3-Rezeptor 
umfasst 12 Exons und liegt auf Chromosom 11 (Garcia-Guzman et al., 1997). Der P2X3-





und somit maßgeblich an afferenten Schmerzantworten beteiligt (s. Abbildung 2; Cockayne et 
al., 2005, 2000; Jarvis, 2003). Ihm wird eine Rolle bei der akuten Schmerzempfindung 
zugeschrieben. Ebenso weist er eine regulatorische Funktion bei der Blasenfüllung und somit des 
Blasenreflexes auf (Cockayne et al., 2005, 2000; Jarvis, 2003). Die P2X3-Rezeptor-Untereinheit 
findet sich vornehmlich auf C- und Aδ-Faser-Neuronen kleinen Durchmessers (Bradbury et al., 
1998; Dunn et al., 2001; Vulchanova et al., 1997; Xiang et al., 1998). Darüber hinaus wird die 
P2X3-Rezeptor-Untereinheit in den oberflächlichen Laminae des Hinterhorns im Rückenmark 
exprimiert (Bradbury et al., 1998; Vulchanova et al., 1997). Verschiedene Untersuchungen 
deuten darauf hin, dass die P2X3-Rezeptor-Untereinheit auch am Schmerzgeschehen bei 
peripheren Neuropathien involviert ist (Chen et al., 2005; Jarvis et al., 2002; Wirkner et al., 
2007). Bei ATP-Applikation in Hinterpfoten von Ratten unter inflammatorischen Bedingungen 
reichen minimale ATP-Konzentrationen im Vergleich zu unbehandelten Ratten aus, um eine 
Schmerzreaktion hervorzurufen. Für diese ATP-abhängigen Empfindungen scheint die P2X3-
Rezeptor-Untereinheit verantwortlich zu sein (Hamilton et al., 1999). Analog dazu führt die 
Applikation von ATP in die Unterarmhaut von menschlichen Probanden dosisabhängig zu 
brennenden Schmerzen. Nach Reizung der Haut mittels UV-Licht wurde die gleiche ATP-
Konzentration als doppelt so schmerzhaft (mittels visueller Analogskala) bewertet, als auf 
normaler Haut (Hamilton et al., 2000). Interessanterweise zeigen P2X3-knock out-Mäuse eine 
gesteigerte Schmerzreaktion auf Temperatur-Reize (Shimizu et al., 2005; Souslova et al., 2000). 
Supraspinal gelegene homotrimere P2X3- sowie heterotrimere P2X2/3-Rezeptoren wirken einer 
Schmerzwahrnehmung entgegen (Fukui et al., 2006). In in vivo-Experimenten mit knock out-
Mäusen wird deutlich, dass die P2X3-Rezeptor-Untereinheit eine Rolle bei der Peristaltik des 
Dünndarms spielt (Bian et al., 2003). Auch im menschlichen Darm werden P2X3-Ionenkanäle 
im myenterischen Plexus exprimiert (Yiangou et al., 2001). 
Die P2X3-Rezeptor-Untereinheit ist zudem auf sensorischen Neuronen des Ganglion jugulare 
und Hinterwurzelganglien, welche Lunge und Ösophagus versorgen, zu finden (Kwong et al., 
2008). Somit scheint der Ionenkanal bei Dysfunktionen der Atemwege, wie Husten und 
bronchialer Hyperreaktivität, mitzuwirken (Ford, 2012). In einer klinischen Studie konnte 
gezeigt werden, dass ATP bronchokonstriktorisch auf Asthma-Patienten wirkt, was die Annahme 








1.4.2 Pharmakologische Eigenschaften des P2X3-Rezeptors 
Bz-ATP ist der potenteste Agonist am homotrimeren P2X3-Rezeptor, gefolgt von ATP, 
2-meSATP, α,β-meATP und ATP-γ-S. ADP und UTP sind nur sehr schwache Agonisten 
(Bianchi et al., 1999). P2X3-Rezeptoren sind neben dem P2X1-Rezeptor die einzigen unter den 
homotrimeren P2X-Rezeptoren, die selektiv durch α,β-meATP aktiviert werden. Sie gehören 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Beteiligung der P2X-Rezeptoren am Schmerzempfinden 
(modifiziert nach Wirkner et al., 2007) 
Durch Schmerz-Stimuli werden hohe Konzentrationen ATP aus synaptischen Vesikeln primärer afferenter Neurone 
oder geschädigter Nervenzellen in peripherem Gewebe ausgeschüttet. ATP aktiviert an nozizeptiven Endigungen 
P2X2/3- bzw. P2X3-Rezeptoren, bevor es zu Adenosin abgebaut wird. Dieses stimuliert P1-Rezeptoren an den 
Endigungen. Durch Generierung von Aktionspotentialen projizieren die Hinterwurzelganglien-Neurone die 
Schmerzinformation auf Hinterhornzellen im Rückenmark. Hier werden P2X-Rezeptor-Untereinheiten 1-6 
exprimiert, wobei P2X2, 4 und 6 vorherrschen. Nach Umschaltung auf Neurone 2. Ordnung werden die 
Informationen über den Hirnstamm und Thalamus (hier beispielhaft über den Tractus spinothalamicus) bis zur 
Großhirnrinde (Cortex) weitergeleitet, wo die finale Schmerzverarbeitung und –lokalisation stattfindet. Auf 
Mikrogliazellen sind P2X4 und P2X7-Rezeptoren ko-lokalisiert. Astrozyten im Hinterhorn des Rückenmarks sind 
in der Lage, ATP zu sezernieren, wodurch benachbarte Zellen stimuliert werden können. Homo- bzw. heterotrimere 
P2X3- und P2X2/3-Rezeptoren finden sich sowohl an nozizeptiven Endigungen, in Hinterwurzelganglien sowie 
anderer sensorischer Ganglien (beispielsweise Ganglion trigeminale und Ganglion inferius nervi vagi), als auch 





zudem zu den schnell desensitisierenden Rezeptoren mit einer nur langsamen Erholung zu einer 
wieder aktivierbaren Form. Das bedeutet, dass der P2X3-Rezeptor trotz weiterer Agonisten-
Applikation innerhalb von Millisekunden keinen Ionenfluss mehr durch den Kanal erlaubt. Bei 
wiederholter ATP-Applikation in zu kurzen Abständen (<5 min), zeigt der Rezeptor immer 
kleiner werdende Stromantworten (North, 2002). Es konnte gezeigt werden, dass eine Erhöhung 
der extrazellulären Calcium-Konzentration von 1 mM auf 10 mM zu einer schnelleren Erholung 
von der Desensitisierung am Ratten-P2X3-Rezeptor führt (Cook et al., 1998; Cook and 
McCleskey, 1997). Allerdings ist dieser Effekt bei humanen P2X3-Rezeptoren schwächer 
ausgeprägt (Alexander et al., 1999). Extrazelluläre Calcium-Konzentrationen ab 30 mM hemmen 
die Rezeptorfunktion (IC50 = 89 ± 4 mM), ähnlich dem P2X2-Rezeptor. Der P2X3-Rezeptor 
reagiert allerdings weitaus weniger sensitiv (Virginio et al., 1998). 
Als selektive Antagonisten am homotrimeren P2X3-Rezeptor sowie heterotrimeren 
P2X2/3-Rezeptor kommen A-317491, RO-3, RO-51 und AF-353 (RO-4) zum Einsatz (Carter et 
al., 2009; Gever et al., 2010; Jahangir et al., 2009; Jarvis et al., 2002; Jarvis and Khakh, 2009). 
Zur Diskriminierung zwischen den beiden Rezeptoren eignet sich dagegen 
Diinosinpentaphosphat (Ip5I), da es auf den homotrimeren P2X3-Rezeptor eine inhibitorische 
Wirkung (IC50 = 2,8 ± 0,7 µM) ausübt und am heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor inaktiv ist (Liu 
et al., 2001). Genauso kann RO-85, ein selektiverer Antagonist am homotrimeren P2X3-
Rezeptor, nicht aber am heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor, eingesetzt werden, um zwischen den 
beiden zu unterscheiden (Brotherton-Pleiss et al., 2010). AF-219 ist der erste selektive 
Antagonist am P2X3-Rezeptor, welcher in klinische Studien aufgenommen wurde. Er wird an 
Patienten bezüglich der Effekte auf chronischen Husten, Arthroseschmerzen und interstitielle 
Zystitis getestet (www.afferentpharma.com; Abdulqawi et al., 2014). 
1.4.3 Modulation des P2X3-Rezeptors 
Ratten-P2X3-Rezeptoren reagieren weniger sensitiv auf Veränderungen des umgebenden 
pH-Wertes als P2X2-Rezeptoren. Werte zwischen 6,5 und 8,0 beeinflussen die Rezeptorfunktion 
kaum. Erst saure pH-Werte um 5,5 reduzieren die ATP-Affinität mit Rechtsverschiebung der 
Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Wildman et al., 1999). 
Am humanen P2X3-Rezeptor führt eine pH-Verschiebung von 7,4 auf 5,8 zu einer 
Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve mit erhöhten maximalen 
Einwärtsströmen. Dabei zeigt ein saurer pH-Wert bei niedrigen Agonisten-Konzentrationen eine 
hemmende Wirkung auf den Rezeptor, wohingegen sich die Stromantwort bei hohen Agonisten-





Konzentration zu einer geringeren Desensitisierung des Ionenkanals und schnelleren Erholung 
des refraktären Zustands. Substitution des extrazellulär gelegenen Histidins an Position 206 mit 
Alanin hob diese Effekte auf (Gerevich et al., 2007). 
Eine gleichzeitige Applikation von ATP und Zink-Ionen (0,1-300 µM) führt am homotrimeren 
Ratten-P2X3-Rezeptor zu einer Potenzierung. Dieser Effekt ist abhängig von einer 
Vorinkubation mit Zink, aber unabhängig des pH-Wertes. Bei Vorinkubation (20-40 min) mit 
Zink-Ionen kommt es zu einer konzentrationsabhängigen Potenzierung, die bei hohen Zink-
Konzentration (300 µM) in eine Hemmung der Rezeptorfunktion umschlägt (Wildman et al., 
1999). 
Anders als beim homotrimeren P2X2-Rezeptor, führt Ethanol am P2X3-Rezeptor zu einer 
konzentrationsabhängigen Potenzierung der Rezeptorfunktion. Der größte Effekt ist bei einer 
Ko-Applikation von ATP und 100 mM Ethanol zu verzeichnen. Es kommt zu einer 
Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve, ohne Veränderung der maximalen 
Stromantwort. Ko-Applikation von Zink-Ionen und Ethanol zeigt einen synergistischen Effekt, 
was darauf schließen lässt, dass diese beiden Modulatoren an verschiedenen Angriffspunkten am 
Rezeptor operieren (Davies et al., 2005). Für die positive Modulation von Ethanol 
verantwortliche Strukturen scheinen am Übergang von der extrazellulären zu der 
transmembranären Domäne gelegen zu sein (Asatryan et al., 2008). 
Cibacron Blue wirkt am humanen P2X3-Rezeptor als positiver allosterischer Modulator, der 
konzentrationsabhängig sowohl die EC50 reduziert, als auch den maximalen Einwärtsstrom von 
Calcium-Ionen 3- bis 7-fach vergrößert. Im Gegensatz dazu führt Cibacron Blue zu einer 
Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve für den nicht-selektiven Antagonisten 
PPADS. Ähnlich wie bereits für Calcium-Ionen beschrieben, nur um ein vielfaches stärker 
ausgeprägt, bewirkt Cibacron Blue eine schnellere Erholung refraktärer Kanäle (Alexander et al., 
1999). 
1.4.4 Vorkommen und Bedeutung des heterotrimeren P2X2/3-Rezeptors 
Dass eine Zusammenlagerung zu einem heteromeren Rezeptor aus den Untereinheiten P2X2 und 
P2X3 wahrscheinlich scheint, wurde erstmals 1995 dargelegt. Bei der Ko-Transfektion von 
P2X2- und P2X3-Untereinheiten zeigte sich ein Ionenkanal mit Eigenschaften, ähnlich derer von 
Hinterwurzelganglien und dem Ganglion inferius des X. Hirnnervs der Ratte. Somit konnte 
gezeigt werden, dass P2X2/3-Rezeptoren auf sensorischen Neuronen exprimiert werden. Der 
P2X2/3-Rezeptor zeichnet sich durch eine langsame Anstiegszeit und Desensitisierung sowie ein 





Charakteristika beider Rezeptor-Untereinheiten in sich vereint (Lewis et al., 1995). Verschiedene 
Experimente zeigten dabei bisher, dass ein heterotrimerer P2X2/3-Rezeptor strukturell aus einer 
P2X2- und zwei P2X3-Untereinheiten aufgebaut zu sein scheint (Hausmann et al., 2012; Jiang et 
al., 2003; Wilkinson et al., 2006). Weitere Untersuchungen bekräftigten die Annahme, dass 
heterotrimere P2X2/3-Rezeptoren auf Hinterwurzelganglien, Ganglia nodosa sowie dem 
Ganglion trigeminale exprimiert werden (s. Abbildung 2; Burgard et al., 1999; Vulchanova et al., 
1997). Der heterotrimere Ionenkanal ist dabei auf Hinterwurzelganglien-Neuronen mittleren 
Durchmessers zu finden (Ueno et al., 1999; Wirkner et al., 2007). Der P2X2/3-Rezeptor ist im 
Gegensatz zum homotrimeren P2X3-Rezeptor eher an der Entstehung chronisch 
inflammatorischer Schmerzen und einer zentralen Sensibilisierung beteiligt (Cockayne et al., 
2005). Inflammatorische Stoffe, wie Substanz P oder Bradykinin, welche die 
Schmerzwahrnehmung modulieren, verursachen eine Potenzierung der Stromanwort durch 
homotrimere P2X3- sowie heterotrimere P2X2/3-Rezeptoren. Die heterotrimeren Ionenkanäle 
zeigen dabei zudem eine Abnahme der Desensitisierungsrate (Paukert et al., 2001). Dem 
P2X2/3-Rezeptor wird ebenso eine Rolle bei der Entstehung neuropathischer Schmerzen 
zugeschrieben (Jarvis et al., 2002). Die Aktivierung heteromerer P2X2/3-Rezeptoren an 
terminalen Endigungen afferenter Nervenfasern scheint zudem die Entstehung mechanischer 
Allodynie, was typisch für neuropathische Schmerzen ist, zu bedingen (Tsuda et al., 2000). 
Aktivierung präsynaptisch gelegener P2X3- und P2X2/3-Rezeptoren fördern außerdem auf 
Rückenmarksebene die Ausschüttung des Neurotransmitters Glutamat und modulieren damit die 
neuronale Kommunikation (Gu and MacDermott, 1997; Nakatsuka et al., 2003). Auf 
Hinterwurzelganglien-Neuronen wirken kationische P2X- und anionische GABAA–Rezeptoren 
über eine negative Interaktion aufeinander ein. Dies ist ein weiterer Ansatzpunkt für die 
Modulation afferenter sensorischer Reize (Sokolova et al., 2001). 
P2X3-Rezeptor-Untereinheiten sind, wie bereits erwähnt, auch an Geschmacksnerven zu finden 
(Bo et al., 1999; Finger et al., 2005). P2X2/P2X3-doppel-knock out-Mäuse zeigen deutlich 
reduziertes Geschmacksempfinden bezüglich der Geschmacksqualitäten süß, sauer, salzig, bitter 
und umami (Eddy et al., 2009; Finger et al., 2005). Knock out-Mäuse mit jeweils nur einer 
fehlenden Rezeptor-Untereinheit (P2X2 oder P2X3), weisen dagegen nur eine leicht 
eingeschränkte Aktivität der Geschmacksnerven auf (Finger et al., 2005). Heterotrimere P2X2/3-
Rezeptoren sind auch an der ATP-abhängigen Innervierung der Lunge sowie des Ösophagus 
über sensorische Vagus-Nervenfasern des Ganglion inferius beteiligt (Kwong et al., 2008). 
Homotrimere P2X2- und P2X3- sowie heterotrimere P2X2/3-Rezeptoren sind somit 





folglich interessante Angriffspunkte für die Therapie akuter, inflammatorischer, viszeraler sowie 
neuropathischer Schmerzen dar. 
1.4.5 Pharmakologische Eigenschaften des heterotrimeren P2X2/3-Rezeptors 
Die Wirksamkeit der Agonisten am heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor ist unter Berücksichtigung, 
dass diese Nukleotide homotrimere P2X2-Rezeptoren nicht aktivieren können, in der 
Reihenfolge Ap5A > α,β-meATP > β,γ-meATP > UTP anzugeben (Liu et al., 2001). ATP, 
2-meSATP, ATP-γ-S und Bz-ATP stellen ebenso Aktivatoren des P2X2/3-Rezeptors dar, wobei 
diese Substanzen Agonisten am homotrimeren P2X2-Rezeptor sind und somit eine 
Differenzierung, ob bei Ko-Expressionsexperimenten ein homo- oder heterotrimerer Ionenkanal 
aktiviert wird, schwierig erscheint (Bianchi et al., 1999; Lewis et al., 1995; Liu et al., 2001). Die 
Antagonisten am heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor wurden bereits unter 1.4.2 abgehandelt. 
1.4.6 Modulation des heterotrimeren P2X2/3-Rezeptors 
Analog zum homotrimeren P2X2-Rezeptor reagiert der heterotrimere P2X2/3-Rezeptor auf einen 
sauren pH-Wert mit einer Potenzierung der Stromantwort. Eine Alkalische Umgebung führt zu 
einer reduzierten Agonisten-Affinität (Stoop et al., 1997). Auch Zink-Ionen führen zu einer 
Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve und somit gesteigerten Rezeptorfunktion. Dies 
geschieht pH-abhängig. Im sauren Milieu zeigen Zink-Ionen einen gesteigerten, in alkalischem 
Milieu einen reduzierten Potenzierungseffekt auf P2X2/3-Rezeptoren (Li et al., 1996, 1993). 
Diese Eigenschaften sind allerdings bei den heterotrimeren P2X2/3-Rezeptoren schwächer 
ausgeprägt als bei den homotrimeren P2X2-Rezeptoren (Liu et al., 2001). 
Erhöhung der extrazellulären Calcium-Ionen bewirkt auch am heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor 
eine Hemmung der Stromantwort. Mit einer IC50 von 13,5 ± 1,2 mM liegt diese halbmaximale 
Hemmkonzentration für Calcium-Ionen zwischen denen der homotrimeren P2X2- und P2X3-
Rezeptoren. Für diese Eigenschaft ist also keine der beiden Untereinheiten die Dominantere im 
heterotrimeren Rezeptor. Analog zum homotrimeren P2X2-Rezeptor kann der hemmende Effekt 
durch Steigerung der ATP-Konzentration überwunden werden (Virginio et al., 1998). 
Im Gegensatz zum homotrimeren P2X2-Rezeptor zeigt Kohlenmonoxid bei heterotrimeren 
P2X2/3-Rezeptoren eine inhibitorische Wirkung (Wilkinson et al., 2009).  
Die mannigfaltigen Unterschiede im Verhalten der verschiedenen P2X-Untereinheiten zeigen, 
dass bestimmte Erkenntnisse, welche an einem Rezeptor gewonnen werden konnten, nicht ohne 
Weiteres auf andere P2X-Rezeptoren übertragen werden können. Vielmehr ist es wichtig, diese 





heterotrimere P2X-Rezeptoren grundsätzlich weniger bekannt, insbesondere das 
Zusammenwirken der einzelnen Untereinheiten miteinander betreffend. 
1.5 Vorausgegangene Untersuchungen am humanen P2X3-Rezeptor 
Mutagenesebasierte Ansätze mit Einbau von Cysteinen zur Untersuchung der Kanalaktivierung 
wurden bislang so durchgeführt, dass Aminosäuren an solchen Positionen durch Cysteine 
substituiert wurden, die direkt an der ATP-Bindung beteiligt sind. Durch Cystein-
Doppelmutanten entstandene Disulfidbrücken führten zum Funktionsverlust des Rezeptors. 
Jedoch konnte so nicht unterschieden werden, ob die Agonisten-Bindung oder die Kanalöffnung 
gestört werden (Jiang et al., 2011; Marquez-Klaka et al., 2009, 2007; Roberts et al., 2012). 
Neueste Ansätze zeigen, dass der humane P2X3-Rezeptor seine Funktion auch dann verliert, 
sobald artifiziell zwei Aminosäuren zwischen benachbarten Untereinheiten durch Cysteine 
ersetzt werden, die nicht direkt an der ATP-Bindung beteiligt sind. Molecular dynamics 
Simulationen deuten darauf hin, dass die extrazellulären Regionen an benachbarten 
Untereinheiten eine sehr hohe Flexibilität aufweisen und sich verschiedene Aminosäuren 
dadurch soweit einander annähern, dass eine Disulfidbrücken-Bildung möglich wird. Zur 
Mutagenese wurden Aminosäuren an der Kopfdomäne (E111, E112, K113, E125, R126), der 
Rückenflosse (R198, M200, K201) und der linken Brustflosse (E270, V274) des hP2X3-
Rezeptors ausgewählt, welche im geschlossenen Zustand nahe der Agonisten-Bindungstasche 
sowie in geringer Entfernung zueinander an benachbarten Untereinheiten liegen und vermutlich 
Wasserstoff- oder Salzbrücken ausbilden können. Die so eingebauten Cysteine bildeten 
Disulfidbrücken zwischen den benachbarten Untereinheiten aus, was in bestimmten Fällen zum 
Funktionsverlust, trotz ATP-Applikation führte. Im Speziellen waren dies die Doppelmutanten 
E112C/R198C und K113C/K201C zwischen Kopfdomäne und Rückenflosse und 
M200C/V274C sowie K201C/V274C zwischen linker Brustflosse und Rückenflosse. Nach 
Zuführung des reduzierenden Reagenz Dithiothreitol (DTT), konnte die Reversibilität der 
Disulfidbrücken-Bildung für die Doppelmutanten K113C/K201C und K201C/V274C bewiesen 
werden. Es wurde zudem deutlich, dass der Funktionsverlust nicht unbedingt auf Störung der 
ATP-Bindung, Untereinheitenzusammenlagerung oder gestörter Exprimierung an der 
Zelloberfläche zurückzuführen ist. Der Rezeptor verliert also seine Funktion, sobald er in einer 
bestimmten Konformation fixiert wird, was darauf schließen lässt, dass eine hohe Flexibilität der 
extrazellulären Domäne Voraussetzung für ATP-Bindung und Kanal-Aktivierung ist (Kowalski 
et al., 2014). Aufgrund der schnellen Desensitisierung des P2X3-Rezeptors bleiben allerdings 





Position, in der sich zwei benachbarte Untereinheiten über Disulfidbrücken annähern, ein 
dauerhaft offener Ionenkanal auch in Abwesenheit eines Agonisten generiert werden kann. 
1.6 Aufgabenstellung und Zielsetzung 
Der P2X-Rezeptor ist ein im menschlichen Körper weit verbreiteter Ionenkanal. Mit 
Veröffentlichung der Kristallstruktur des zfP2X4-Rezeptors im geschlossen sowie ATP-
gebundenen Zustand, wurde ein Meilenstein in der Erforschung der P2X-Rezeptoren gelegt 
(Hattori and Gouaux, 2012; Kawate et al., 2009). Allerdings bleibt zu beachten, dass es sich 
hierbei um statische Modelle mit fehlendem intrazellulärem Teil des Rezeptors handelt. Somit 
entspricht die Kristallstruktur nicht zwingend den tatsächlichen physiologischen Gegebenheiten. 
Wie bereits aufgezeigt wurde, lassen sich zudem die Eigenschaften einer P2X-Rezeptor-
Untereinheit nicht ohne Weiteres auf andere P2X-Rezeptoren übertragen. Daher bleibt die 
Verifizierung der strukturellen Vorgänge, die vor und während einer Kanalöffnung ablaufen, 
unerlässlich. 
Im Fokus dieser Arbeit steht die Herausarbeitung spezieller Subtyp-spezifischer Unterschiede 
zwischen humanen P2X2- und P2X3-Rezeptoren bezüglich der Rezeptor-Aktivierung sowie die 
Interaktion der verschiedenen Untereinheiten im heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor. Es soll 
getestet werden, ob durch eine Verlinkung über Disulfidbrücken zweier benachbarter 
Untereinheiten (Rückenflosse an Kopfdomäne und Rückenflosse an Brustflosse) im 
hP2X2-Rezeptor ein offener Ionenkanal in Abwesenheit eines Agonisten generiert werden kann. 
Zudem soll eine mögliche Verbindung der zwei verschiedenen Untereinheiten im heterotrimeren 
Rezeptor untersucht werden. In Analogie zu den vorausgegangenen Untersuchungen in unserer 
Arbeitsgruppe werden dafür mithilfe Mutagenese Aminosäuren an der Kopfdomäne, der 
Rückenflosse und Brustflosse des hP2X2-Rezeptors durch Cysteine substituiert, um zu testen, ob 
sich die Erkenntnisse, die am hP2X3-Rezeptor gewonnen werden konnten (Kowalski et al., 
2014), auf den hP2X2-Rezeptor übertragen oder sogar erweitern lassen. Die relevanten 
Aminosäuren werden anhand eines Homologiemodells und dem Vergleich der 
Aminosäuresequenzen der beiden Rezeptoren ausgewählt. Nach Testung der Funktion der 
hP2X2-Rezeptor-Cysteineinzel- und -doppelmutanten, werden diese ebenso wie der hP2X2-
Rezeptor-Wildtyp mit einer ausgewählten hP2X3-Rezeptor-Doppelmutante (K113C/K201C) 
ko-transfiziert, um die Kontaktstellen der verschiedenen Untereinheiten des heterotrimeren 
Rezeptors zu untersuchen. Die Rezeptorfunktion wird jeweils an transient transfizierten 
HEK293-Zellen mithilfe der whole-cell patch-clamp Technik (Ganzzellableitung) 
charakterisiert.  




2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Verbrauchsmaterialien 
Cellstar Zellkulturflaschen 25 cm², 75 cm² Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE) 
Cellstar Zellkulturschalen d = 35 mm Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE) 
Cellstar Gefäße 50 ml Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE) 
Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE) 
Glasmikropipetten (GB150F-8P; 0.86x1,50x80 mm) Science Products (Hofheim, DE) 
Pasteurpipetten Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE) 
Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg, DE) 
Reaktionsgefäße 1,5 ml, 2 ml Eppendorf (Hamburg, DE) 
 
2.1.2 Chemikalien 
Adenosine 5’-triphosphate magnesium 
salt 
ATP-Mg Sigma Aldrich (Steinheim, DE) 
Adenosine 5’-triphosphate natrium 
salt 
ATP-Na Sigma Aldrich (Steinheim, DE) 
Calciumchlorid CaCl₂ Merck (Darmstadt, DE) 
Cäsiumchlorid CsCl Merck (Darmstadt, DE) 
Cäsiumhydroxid CsOH c.c. pro (Oberdorla, DE) 
Dulbecco’s Modifiziertes Eagle 
Medium 
DMEM c.c. pro (Oberdorla, DE) 
Dimethyl Sulfoxide DMSO Sigma Aldrich (Steinheim, DE) 




EGTA Sigma Aldrich (Steinheim, DE) 
Fötales Kälberserum FKS Biochrom (Berlin, DE) 
Glucose  Merck (Darmstadt, DE) 
Guanosine 5'-triphosphate lithium salt Li-GTP Sigma Aldrich (Steinheim, DE) 
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-
ethansulfonsäure 
HEPES Acros Organics (Thermo Fisher 
Scientific; Nidderau,DE) 




Kaliumchlorid KCl Acros Organics (Thermo Fisher 
Scientific; Nidderau,DE) 
L-Glutamin  Invitrogen (Gibco) (Darmstadt, DE) 
Magnesium chloride MgCl₂ Sigma Aldrich (Steinheim, DE) 
α,β-Methyleneadenosine 5’-
triphosphate lithium salt 
α,β-meATP Sigma Aldrich (Steinheim, DE) 
2-Aminoethyl methanethiosulfonate 
hydrobromide 
MTSEA Uptima (Interchim, Montluçon, FR) 
2-Sulfonatoethyl methanethiosulfonate 
sodium salt 
MTSES Uptima (Interchim, Montluçon, FR) 
Natriumchlorid NaCl Acros Organics (Thermo Fisher 
Scientific; Nidderau,DE) 
Natriumhydroxid NaOH Merck (Darmstadt, DE) 





AG Prof. Illes, Leipzig 
AG Prof. Illes, Leipzig 
Polyfect  QIAGEN (Hilden, DE) 
Polymerase 
Phusion® High Fidelity  
  
New England Biolab (Frankfurt, DE) 





New England Biolab (Frankfurt, DE) 














2.2.1 Mutagenese zur Herstellung der hP2X2-Rezeptormutanten 
Die Plasmide des hP2X2-Rezeptor-Wildtyps sowie der hP2X3-Rezeptor-Mutante (unter 2.1.2 
aufgeführt) stammen aus vorangegangenen Arbeiten (M. Kowalski, AG Prof. Illes, Leipzig). 
Dem vorliegenden hP2X2-Rezeptor-Plasmid fehlten die ersten 12 Aminosäuren der 
ursprünglichen Sequenz. Unter Berücksichtigung dessen wurden die Primer für die Mutagenese 
dementsprechend generiert (s. Tabelle 2). Im Folgenden werden die Nummerierungen laut der 
vollständigen Aminosäuresequenz angegeben. Zur Beschreibung ausgetauschter Aminosäuren 
wurde der Einbuchstaben-Code verwendet. R130C besagt demnach beispielsweise, dass die 
Aminosäure Arginin (R) an Position 130 der Primärstruktur des hP2X2-Rezeptors durch ein 
Cystein (C) substituiert wurde. 
 
Tabelle 1: Ausschnitt aus dem Aminosäureabgleich zwischen den hP2X3- und hP2X2-Rezeptoren 
Basische Aminosäuren (AS) sind blau, saure AS rot hinterlegt. Die Zahlen geben die jeweilige Position der AS an. 
Nachgewiesene Kontaktstellen zwischen zwei P2X3-Untereinheiten und die möglichen Entsprechungen im hP2X2-
Rezeptor sind fett gedruckt. Für die Mutagenese ausgewählte AS sind umrahmt. Die Tabelle wurde mithilfe der 
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Für die vorliegende Arbeit wurden in Zusammenarbeit mit M. Kowalski (AG Prof. Illes, 
Leipzig) neue Plasmide generiert. Ziel war es, eine oder zwei Aminosäuren an ausgewählten 




Positionen durch Cysteine zu ersetzen (s. Tabelle 1). Ausgewählt wurden letztendlich an der 
Kopfdomäne des hP2X2-Rezeptors die Aminosäuren R130, V131, H132 (entsprechen E112, 
K113, Y114 im hP2X3-Rezeptor), an der Rückenflosse G221 sowie K224 (entsprechen R198 
und K201 im hP2X3-Rezeptor) und an der Brustflosse A295 und S296. Im Falle der V274C-
Mutante an der linken Brustflosse des hP2X3-Rezeptors, bei welcher eine erfolgreiche 
Verlinkung mit der danebengelegenen Rückenflosse gelang (Kowalski et al., 2014), gibt es im 
Aminosäurenabgleich zwischen den hP2X2- und hP2X3-Rezeptoren keine entsprechende 
Aminosäure im hP2X2-Rezeptor. Aus diesem Grund wurden nahegelegene Aminosäuren im 
hP2X2-Rezeptor gewählt (A295 und S296), bei welchen mit größter Wahrscheinlichkeit eine 
Verlinkung zur Rückenflosse möglich ist.  
 
Tabelle 2: Verwendete Mutagenese-Primer 
Die Basen, welche ausgetauscht wurden, um ein Cystein zu generieren, sind fett gedruckt. 
Mutante Sequenz 
hP2X2-R130C 5‘→ CCCCGAGAGCATATGCGTCCACAACGCCAC 
3‘→ GTGGCGTTGTGGACGCATATGCTCTCGGGG 
hP2X2-V131C 5‘→ GAGAGCATAAGGTGCCACAACGCCACGTGCCTCTCC 
3‘→ GGAGAGGCACGTGGCGTTGTGGCACCTTATGCTCTC 
hP2X2-H132C 5‘→ GCATAAGGGTCTGCAACGCCACGTGCCTCTCCG 
3‘→ CGGAGAGGCACGTGGCGTTGCAGACCCTTATGC 
hP2X2-G221C 5‘→ CCGACCGCACAGACTGTTACCTGAAGCGCTG 
3‘→ CAGCGCTTCAGGTAACAGTCTGTGCGGTCGG 
hP2X2-K224C 5‘→ GCACAGACGGGTACCTGTGCCGCTGTACATTCCACGAGGCC 
3‘→ GGCCTCGTGGAATGTACAGCGGCACAGGTACCCGTCTGTGC 
hP2X2-A295C 5‘→ CCCCAAGCACGTCCCTTGCTCGTCAGGCTACAAC 
3‘→ GTTGTAGCCTGACGAGCAAGGGACGTGCTTGGGG 




Die Mutagenese des hP2X2-Rezeptorgens wurde mithilfe des Quik-Change site-directed 
mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) durchgeführt (s. Tabelle 3). Hiermit können 
Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen einzelner sowie mehrerer Aminosäuren erzielt 
werden. Vorteil dieser Methode ist es, dass sie an Vektoren mit doppelsträngiger DNA 




angewandt werden kann. Benötigt werden ein Plasmid, welches die zu mutierende Aminosäure 
enthält (in diesem Fall das hP2X2-Rezeptorgen tragende pIRES-RFP-Plasmid) und zwei 
synthetische Primer, die die gewünschte Mutation tragen. Die erforderlichen Primer wurden von 
unserer Arbeitsgruppe geplant (s. Tabelle 2) und von MWG Biotech bezogen. Die Primer wiesen 
einen Schmelzpunkt von ≥78°C und eine Länge von 30-41 Basenpaaren (bp) auf. 





dNTP (jeweils 2 mM) 




x µl (125 ng) 





Zur Denaturierung und Elongation fand das in Tabelle 4 aufgeführte Amplifikationsprotokoll 
Anwendung. 



















Um das methylierte, unveränderte Plasmid zu verdauen, wurde zu dem Ansatz 1 µl des 
DpnI-Restriktionsenzyms (10 U/µl) pipettiert und bei 37°C für 1 Stunde inkubiert. 
Für die Übertragung in E.coli XL1-Blue kompetente Zellen wurden diese vorsichtig auf Eis 
angetaut und 50 µl davon in gekühlte Röhrchen gegeben. Danach wurde 1 µl der DpnI-
behandelten DNA hinzu pipettiert, vermischt und 30 Minuten lang auf Eis inkubiert. Nach einem 
Hitzeschock bei 42°C für 45 Sekunden wurde das Reagens wieder auf Eis gelegt (2 Minuten). 
Nach dem Hinzufügen von 450 µl LB-Medium (s. Tabelle 5) wurde der Ansatz bei 37°C für 
1 Stunde bei 300 rpm inkubiert. Abschließend wurden die Zellen auf Kanamycin-beschichteten 
Agar-Platten ausgebreitet und für mindestens 16 Stunden bei 37°C inkubiert. 
18 Wiederholungen 




Tabelle 5: Verwendetes LB-Medium 
1% Trypton 
0,5% Hefe-Extrakt 
0,17 M NaCl 
pH-Wert mit HCl-Lösung auf 7,0 einstellen 
 
Danach wurden einzelne Kolonien, sog. Klone, mit einer Pipettenspitze von der Agar-Platte 
genommen und über Nacht in 2-3 ml flüssigem LB-Medium inkubiert. Die Plasmidisolation 
wurde mithilfe des NucleoBond® Plasmid Prep kit (Macherey-Nagel, Düren, DE) durchgeführt. 
Die Verifizierung der korrekten Mutation durch Sequenzierung erfolgte durch das IZKF, 
Leipzig. Die korrekten Klone wurden anschließend wieder in E.coli transformiert und über 
Nacht in 100 ml LB-Medium bei 37°C inkubiert. Die abschließende Plasmidisolation gelang 
durch das NucleoBond® Midi Xtra kit (Macherey-Nagel, Düren, DE). Die letztendliche DNA-
Konzentration wurde am Photometer bestimmt. 
 
2.2.2 Zellkultur und Transfektion 
Für alle folgenden Versuchsreihen wurden HEK293-Zellen (humane, embryonale 
Nierenepithelzellen) als Expressionssystem verwendet. Die Zelllinie wurde in flüssigem 
Stickstoff bei -80°C gelagert. Um die Zellen aufzutauen, wurde 4°C kaltes Kulturmedium 
(s. Tabelle 6) in Zellkulturflaschen vorgelegt, die Zellen mittels des Mediums abgelöst und in die 
Kulturflaschen überführt. Nach einem Zeitraum von etwa 5-6 Stunden im Inkubator wurde das 
Medium entfernt und durch 37°C warmes Medium ersetzt. 
Tabelle 6: Verwendetes Kulturmedium für HEK293-Zellen 
500 ml DMEM 4,5 mg/ml Glucose 
50 ml FKS 
5 ml L-Glutamin 
 
Die HEK293-Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO₂ kultiviert. Bei einer 
Konfluenz von etwa 80% wurden die Zellen im Schnitt zweimal wöchentlich gesplittet. Durch 
vorsichtiges Absaugen des alten Mediums und Abspülen des Zellrasens mittels frischen 
Mediums, wurden die Zellen vom Boden der Kulturflasche gelöst. Diese konnten anschließend 




in neue, mit erwärmtem Kulturmedium befüllte 25 cm²-Flaschen überführt werden. Die Zelllinie 
wurde maximal bis zu Passage 30 verwendet. Danach erfolgte die Herstellung einer neuen 
Kultur. 
Für die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden jeweils 2-3 Tropfen der abgelösten 
Zellen in mit 1,5 ml des Kulturmediums befüllte Kulturschalen (d = 35 mm) ausgesät. Nach 
einer sechsstündigen Ruhephase im Inkubator konnte die Transfektion durchgeführt werden. In 
einem Eppendorfgefäß wurden 100 µl OptiMEM vorgelegt, 0,5 µg der mutierten oder Wildtyp-
Plasmid-DNA zugegeben und anschließend mit 10 µl Polyfect-Reagenz vermischt. Dieser 
Ansatz wurde 10 Sekunden lang geschüttelt und anschließend bei Raumtemperatur für 10 
Minuten inkubiert. Abschließend wurden 500 µl 37°C warmes Kulturmedium hinzu pipettiert 
und durch mehrmaliges auf- und abpipettieren gut vermengt. 500 µl dieses Ansatzes wurden 
letztendlich in eine Kulturschale mit ausgesäten Zellen überführt und dann leicht geschwenkt. 
Nach 18 Stunden im Inkubator wurde das Kulturmedium vollständig abgesaugt, die Kulturschale 
vorsichtig mit 1 ml warmem OptiMEM gewaschen und mit 2 ml OptiMEM befüllt. Ab dem 
Folgetag, bis maximal zum vierten Tag nach Transfektion, konnten die Kulturschalen für 
elektrophysiologische Untersuchungen verwendet werden. Den Erfolg der Transfektion zeigten 
rot (hP2X2- Rezeptor, red fluorescent protein im pIRES2-RFP-Plasmid) bzw. grün 
fluoreszierende Zellen (hP2X3-Rezeptor, enhanced green fluorescent protein im pIRES2-EGFP) 
unter dem Mikroskop an. 
 
2.2.3 Patch-Clamp 
Für die elektrophysiologische Untersuchung der homo- und heterotrimeren P2X-Rezeptoren fand 
das patch-clamp-Verfahren Anwendung. Mithilfe dieser Technik können direkt Ionenströme 
durch die Plasmamembran von Zellen gemessen werden. Grundlage bildet die sogenannte 
Spannungsklemme (voltage clamp). Bei der patch-clamp-Technik wird an der Zellmembran ein 
Haltepotential angelegt, welches mit dem gemessenen Membranpotential einer Zelle verglichen 
wird. Durch das Öffnen von Ionenkanälen können Ionen durch die Zellmembran treten und das 
Membranpotential der betreffenden Zellen ändert sich. Jede Abweichung des gemessenen 
Potentials vom angelegten Haltepotential wird mittels eines Kompensationsstroms ausgeglichen. 
Durch einen elektronischen Rückkopplungsmechanismus entspricht der aufzuwendende 
Kompensationsstrom im Betrag dem Ionenstrom durch die Zellmembran, ist diesem allerdings 
entgegengerichtet. 




In dieser Arbeit wurde die sogenannte whole-cell patch-clamp-Technik (Ganzzellableitung) 
angewandt (s. Abbildung 3). Hierfür wird eine mit Intrazellularlösung gefüllte Glaskapillare an 
eine Zelle herangeführt und durch Erzeugen eines leichten Unterdrucks so eine Verbindung 
zwischen Kapillare und Zelle hergestellt. Liegt der Widerstand an diesem Membranfleck (patch) 
im Gigaohm-Bereich, kann die Zellmembran an dieser Stelle aufgerissen und die Ströme aller 
aktiven Ionenkanäle über die gesamte Zelloberfläche gemessen werden. Die Registrierung des 
Ionenflusses über die Ionenkanäle erfolgt dabei über eine Silber-Silberchlorid-Elektrode 
(Ag/AgCl-Elektrode). Diese erlaubt Ströme in beide Richtungen, wobei ein Niederschlag von 
Chlorid-Ionen an der Elektrode als Silberchlorid einen Elektronenfluss in die Elektrode hinein 
und das in Lösung gehen von Chlorid-Ionen einen entgegen gerichteten Fluss widerspiegelt. Das 





Der Messplatz ist mit einem schwingungsgedämpftem Tisch zur Abfederung von 
Erschütterungen sowie einem Faradayschen Käfig zur elektrischen Abschirmung ausgestattet. 
Auf dem Tisch befinden sich ein inverses Mikroskop (Axiovert 100, Carl Zeiss, Jena, DE) mit 







Abbildung 3: Schematische Darstellung der whole-cell patch-clamp-Technik 
Badelektrode 
„Output“ 




Vorverstärker mit Pipettenhalter (Axon Instruments, Foster City, USA), zwei 
Mikromanipulatoren (Luigs & Neumann, Ratingen, DE) und das Applikationssystem 
SF-77B Perfusion Fast-Step (Warner Instruments, Hamden, CT, USA). Das Mikroskop ist 
zudem mit einer Kamera (CCD, World Precision Instruments, Berlin, DE) versehen, wodurch 
über einen Monitor eine optische Kontrolle der gepatchten Zelle möglich wird. Des Weiteren 
gehören zu der Messapparatur ein Verstärker (Axopatch 200B, Molecular Devices, Sunnyvale, 
USA), ein Oszilloskop (HM205-3, HAMEG Instruments, Mainhausen, DE), ein Analog/Digital-
Wandler (Digidata 1440, Molecular Devices, Sunnyvale, USA) und ein Computer, welcher mit 
der pClamp 10.2 Software (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) zur digitalen Registrierung und 
Verarbeitung der Ionenströme ausgestattet ist. 
 
2.2.3.2 Versuchsablauf 
Alle folgenden Experimente wurden bei Raumtemperatur (20-25°C) durchgeführt. Im ersten 
Schritt wurde das Medium in den Kulturschalen durch physiologische Extrazellularlösung 
(s. Tabelle 7) ersetzt. Die Glaspipetten aus Borosilikatglas wurden jeden Tag mithilfe eines 
Pipettenziehgeräts (p-97, Sutter Instruments, Novato, USA) neu hergestellt und mit 
physiologischer Intrazellularlösung (s. Tabelle 7) befüllt, wobei Kalium-Ionen durch Cäsium-
Ionen ausgetauscht wurden. 
Je nach durchgeführter Transfektion wurden mithilfe der UV-Lampe im Mikroskop rot (hP2X2-
Rezeptor-Plasmid) bzw. grün (hP2X3-Rezeptor-Plasmid) fluoreszierende Zellen zum Patchen 
ausgewählt, um sicherzustellen, dass die Zellen das gewünschte Plasmid exprimieren. 
 
Tabelle 7: Verwendete Patch-Clamp Lösungen 
Extrazellularlösung Intrazellularlösung 
NaCl 135 mM 
KCl 5 mM 
CaCl₂ 2 mM 
MgCl₂ 2 mM 
HEPES 10 mM 
Glucose 11 mM 
 
pH-Wert mit NaOH-Lösung auf 7,4 einstellen 
CsCl 135 mM 
MgCl₂ 2 mM 
CaCl₂ 1 mM 
EGTA 11 mM 
HEPES 20 mM 
ATP-Mg 1,5 mM 
Li-GTP 0,3 mM 
pH-Wert mit CsOH-Lösung auf 7,3 einstellen 




Für die Experimente wurden Pipetten mit Widerständen von 3-7 MΩ verwendet, wodurch 
Abdichtwiderstände im GΩ-Bereich („Gigaseal“) erreicht werden konnten. Die Pipetten wurden 
durch Steuerung der Mikromanipulatoren an die Zelle herangeführt. Über den Verstärker wurde 
ein Potential von -60 mV angelegt und durch Erzeugen eines leichten Unterdrucks wurde die 
Zelle geöffnet. Das sog. liquid junction potential, welches entsteht, wenn zwei Lösungen 
unterschiedlicher Ionenkonzentrationen (intrazelluläre und extrazelluläre Lösung) aufeinander 
treffen, lag bei -4,5 mV. Somit wurden die Messungen bei einem tatsächlichen Haltepotential 
von etwa -65 mV durchgeführt. Die Daten wurden bei 1 kHz mithilfe des im Axopatch200B-
Verstärker integrierten Filters gefiltert, bei 2 kHz digitalisiert und durch die Digidata1440 
Schnittstelle und pClamp 10.2 Software verarbeitet und gespeichert. 
 
2.2.3.3 Substanzapplikationsprotokolle 
Die verwendeten Reagenzien wurden in extrazellulärer Lösung (s. Tabelle 7) gelöst und mithilfe 
des Applikationssystems SF-77B Perfusion Fast-Step an den einzelnen Zellen appliziert. Als 
Agonist am homomeren hP2X2-Rezeptor kam ATP und am heterotrimeren hP2X2/3-Rezeptor 
α,β-meATP zum Einsatz. Mithilfe des Programms Clampfit 10.2 (Molecular Devices, 
Sunnyvale, USA) wurden die Amplituden der aufgezeichneten Einwärtsströme bestimmt. 
Zur Erstellung von Konzentrations-Wirkungs-Kurven der hP2X2-Einzel- und Doppelmutanten 
wurde ATP in aufsteigenden Konzentrationen (0,3-300 µM; teilweise 3 µM-3 mM) für 
10 Sekunden im Intervall von 2 Minuten zugegeben. Zwischen den Agonisten-Applikationen 
wurde die Zelle mit extrazellulärer Lösung umspült. Die gemessenen Amplituden wurden dann 
gegen die applizierten Agonisten-Konzentrationen aufgetragen und mit einer nichtlinearen 
Regression beschrieben. Unter Verwendung des Programms Origin 8.0 (OriginLab, 
Northampton, MA, USA) konnte mit der 3-parametrigen Hill-Gleichung die halbmaximale 
Agonistenkonzentration (EC50), der maximale Einwärtsstrom (Imax) sowie der Hill-Koeffizient 






   𝑛𝐻 
Formel 1: 3-parametrige Hill-Gleichung 
I entspricht der experimentell ermittelten Stromantwort auf die eingesetzte Agonistenkonzentration [A], Imax ist der 
maximale Strom bei maximaler Agonistenkonzentration, nH ist der Hill-Koeffizient und EC50 entspricht der 
Agonistenkonzentration, welche zum Erreichen von 50% der Imax benötigt wird. 
 




Um die Reversibilität einer möglichen Disulfidbrücken-Bildung zu testen, wurde ein Protokoll 
angewandt (s. Abbildung 4), bei welchem im Intervall von 5 Minuten für 10 Sekunden ein 
Agonist appliziert wurde, insgesamt 9-mal. Nach 10 Minuten wurde für 15 Minuten (drei 
Agonist-Applikationen) das reduzierende Reagenz Dithiothreitol (DTT, 1 bzw. 10 mM) auf die 
Zelle gegeben, gefolgt von einer Auswaschperiode mit Extrazellularlösung für ebenfalls 15 
Minuten. Zur statistischen Auswertung wurden jeweils die zweite Agonisten-Applikation als 
initialer Kontroll-Strom, die fünfte Agonisten-Applikation nach 10-minütiger DTT-Zugabe 
sowie die achte Agonisten-Applikation als DTT-Auswasch herangezogen (s. Abbildung 4). Bei 
Stromantworten der Heterotrimere mit schnell desensitisierender Komponente wurde nur der 
langsam desensitisierende, heterotrimere Einwärtsstrom ausgewertet. 
Bei zusätzlichen Versuchsreihen an einer hP2X2-Rezeptor-Einzelmutante kamen die Reagenzien 
MTSEA sowie MTSES (jeweils 1 mM), gelöst in DMSO, zum Einsatz. Hierfür wurden im 
5-Minuten-Intervall initial drei ATP-Applikationen unter Umspülung mit Extrazellularlösung 





Extrazellularlösung Extrazellularlösung DTT 
Abbildung 4: Exemplarische Darstellung des DTT-Applikationsprotokolls 
Dargestellt sind beispielhaft die gemittelten Ströme (n=7) der heterotrimeren P2X2/3-Doppelmutanten 
(P2X2-V131C/K224C und P2X3-K113C/K201C) als Antwort auf 100µM α,β-meATP. Die senkrechten Linien 
zwischen den Rezeptorströmen geben das 5-Minuten-Intervall zwischen den Agonisten-Applikationen an. Die 






Kontrollstrom DTT-Effekt DTT-Auswasch 





Die mit dem Verstärker (Axopatch 200B, Molecular Devices, Sunnyvale, USA) aufgezeichneten 
Ionenströme wurden mittels der pClamp 10.2 Software (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) 
auf dem Computer aufgezeichnet und gespeichert. Die statistische Auswertung der gewonnenen 
Daten wurde mit Origin 8.0 (OriginLab, Northampton, MA, USA) bzw. SigmaPlot 11.0 (Systat 
Software, San Jose, CA, USA) durchgeführt. 
Die in verschiedenen Versuchsreihen bestimmten Anstiegszeiten (τon10/90) wurden mittels der 
Clampfit-Statistikoption (pClamp 10.2 Software, Molecular Devices, Sunnyvale, USA) ermittelt. 
Die Angaben und graphischen Darstellungen der elektrophysiologischen Ergebnisse erfolgten als 
arithmetische Mittelwerte mit dem Standardfehler (SEM). Zur Auswertung der Daten kam als 
Varianzanalyse die sog. „one way ANOVA“ (einfaktorielle ANOVA) mit einem 
Signifikanzniveau p<0,05 zum Einsatz. Als sog. „follow up“-Test zur Prüfung auf signifikante 
Unterschiede der EC50- und Imax-Werte der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen sowie der 
Anstiegszeiten (τon10/90) wurde der Holm-Sidak post hoc-Test, zur Testung signifikanter DTT-







3.1 Homologiemodell des hP2X2-Rezeptors 
Basierend auf der Kristallstruktur des geschlossenen Zebrafisch (zf)P2X4-Rezeptors (Kawate et 
al., 2009), wurde in Zusammenarbeit mit Dr. T. Riedel (AG Illes, Leipzig) ein Homologiemodell 
des humanen (h)P2X2-Rezeptors mithilfe des Modeller 9v8-Programms generiert 
(s. Abbildung 5A). Der Umriss einer Rezeptor-Untereinheit erinnert dabei an die Form eines 
Delfins mit Kopfdomäne, Rückenflosse sowie zwei Brustflossen, wobei die intrazellulären N- 
und C-terminalen Strukturen nicht entschlüsselt wurden (Kawate et al., 2009). Mithilfe dieses 
Modells und unter Berücksichtigung des Aminosäureabgleichs zwischen hP2X2- und hP2X3-
Abbildung 5: Cartoon-Modell des hP2X2-Rezeptors 
Dargestellt ist der hP2X2-Rezeptor im geschlossenen Zustand, mit den drei Untereinheiten in unterschiedlichen 
Farben (A). Die intrazellulären C- und N-Termini sind nicht gezeigt. B-G geben in Nahaufnahmen die Aminosäure-



















Rezeptoren (s. Tabelle 1), wurden Aminosäuren mit <20 Å Entfernung zueinander gewählt 
(s. Tabelle 8), welche anschließend durch Cysteine substituiert wurden. Durch eine molecular 
dynamics Simulation am hP2X3-Rezeptor gab es Hinweise darauf, welche Aminosäuren sich 
möglicherweise soweit aneinander annähern können, dass eine Disulfidbrücken-Bildung möglich 
wird. In dieser Simulation näherten sich die untersuchten Aminosäuren auf bis zu 5 Å 
Entfernung aneinander an (hP2X3-E112C/R198C, -K113C/R198C, -K113C/K201C, 
K201C/V274C) (Kowalski et al., 2014). Dies würde belegen, dass sich zwischen den 
ursprünglichen Aminosäure-Resten Wasserstoff- oder Salzbrücken ausbilden können, die für die 
Tertiärstruktur des Rezeptors und seine Funktionalität unerlässlich sind. Übertragen auf den 
hP2X2-Rezeptor, waren dies an der Kopfdomäne die Aminosäuren R130 (Arginin), V131 
(Valin) und H132 (Histidin), an der Rückenflosse G221 (Glycin) und K224 (Lysin) 
(s. Abbildung 5B-G) sowie A295 (Alanin) und S296 (Serin) der Brustflosse. Letztere sind nicht 
dargestellt, da im Laufe der Untersuchungen eine Bildung von Doppelmutanten mit diesen 
beiden Aminosäuren, aufgrund zu starker Veränderungen der Rezeptorfunktion durch diese 
Einzelmutanten, nicht sinnvoll erschien.  
 
Tabelle 8: Abstände der jeweiligen Cα-Atome (in Å) der ausgewählten Aminosäuren-Paare  
Die Abstände wurden anhand des geschlossenen sowie offenen Homologiemodells des hP2X2-Rezeptors bestimmt. 
In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass sich die Abstände der Cα-Atome auch des hP2X3-Rezeptors 
im geschlossenen und Agonisten-gebundenen Zustand nur unwesentlich voneinander unterscheiden. 
Aminosäuren-Paar Abstand der Cα-Atome (Å) 
im geschlossenen Modell 
Abstand der Cα-Atome (Å) 
im offenen Modell 
R130/G221 16,69 12,78 
V131/G221 16,10 12,02 
H132/G221 17,83 15,09 
R130/K224 15,36 10,91 
V131/K224 15,35 10,78 









Der hP2X2-Rezeptor-Wildtyp (WT) und die hP2X2-Cystein-Einzelmutanten wurden transient in 
HEK293-Zellen exprimiert. Zur elektrophysiologischen Untersuchung der Rezeptorfunktion 
wurde die whole-cell patch-clamp-Technik angewandt.  
Um die Auswirkung der eingefügten Cysteine auf die Rezeptorfunktion zu untersuchen, wurden 
Konzentrations-Wirkungs-Kurven-Messungen durchgeführt. Die Agonisten-Applikation erfolgte 
in einem Intervall von 2 Minuten, da der hP2X2-Rezeptor im Gegensatz zum hP2X3-Rezeptor 
nur langsam desensitisiert und eine kurze Erholungszeit aufweist (s. Abbildung 6). 
 
Um den hP2X2-Rezeptor-WT und die Mutanten zu vergleichen, können die Agonisten-
Konzentration, welche zu einem halbmaximalen Effekt führt (EC50), und die maximale 
Stromantwort (Imax) herangezogen werden (s. Tabelle 9). Die Berechnung der EC50, des Imax 
sowie des Hill-Koeffizienten (nH) mittels der 3-parametrigen Hill-Gleichung wurden bereits in 
Formel 1 dargelegt. Für den hP2X2-Rezeptor-WT konnte ein Imax–Wert 
von -4164,9 pA ± 635,3 pA und eine EC50 von 19,0 µM ± 6,6 µM ATP ermittelt werden. Die 
generierten Cystein-Mutanten an der Kopfdomäne (R130C, V131C, H132C) beeinflussten die 
Funktion des Rezeptors kaum (s. Abbildung 7). R130C wies eine leichte Rechtsverschiebung der 
Konzentrations-Wirkungs-Kurve und somit signifikante Erhöhung der EC50 (50,9 µM ± 2,0 µM) 
auf (s. Tabelle 9). H132C zeigte sogar größere Stromamplituden und eine geringere 
halbmaximale Agonisten-Konzentration (13,6 µM ± 2,1 µM) als der hP2X2-Rezeptor-WT. Die 
Einzelmutanten an der Rücken- (G221C, K224C) und Brustflosse (A295C, S96C) dagegen 
Abbildung 6: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung des hP2X2R-Wildtyps (hP2X2R-WT) 
Gemittelte Stromantwort des hP2X2-Rezeptor-WT auf steigende ATP-Konzentrationen von 0,3-300 µM (n=6). 
Appliziert wurde in einem Intervall von 2 Minuten für 10 Sekunden. Der hP2X2-Rezeptor zeigt eine nur langsame 










führten zu einer stärker reduzierten maximalen Stromantwort und einer Erhöhung des EC50 
(s. Abbildung 7 u. Tabelle 9). Die maximale Stromantwort der Einzelmutanten G221C und 
K224C war signifikant unterschiedlich zu der des hP2X2-Rezeptor-WT (s. Tabelle 9). 
 
Tabelle 9: Übersicht der Parameter der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des hP2X2R-WT und der 
Cystein-Einzelmutanten 
Aufgelistet sind die halbmaximale Agonisten-Konzentration (EC50), der maximale Einwärtsstrom (Imax), der Hill-
Koeffizient (nH) sowie die Anzahl der gemessenen Zellen (n). Die angegebenen Werte geben den Mittelwert ± SEM 
wieder. Die 3-parametrige Hill-Gleichung war nicht auf alle Mutanten anwendbar. In diesem Fall wurde I3000 
angegeben (Stromamplitude, hervorgerufen durch 3 mM ATP). Nicht bestimmbare Parameter sind mit n.b. 
gekennzeichnet.  
*P<0,05 (einfaktorielle (one way-) ANOVA und Holm-Sidak post hoc-Test). 
a gibt einen signifikanten Unterschied der EC50- oder Imax-Werte verglichen mit dem hP2X2-Rezeptor-WT an. 
P2X2-Rezeptor EC50 (µM) Imax (pA) Hill-Koeffizient 
nH 
Anzahl n 
hP2X2-WT 19,0 ± 6,6 -4164,9 ± 635,3 1,7 ± 0,2 9 
R130C 50,9 ± 2,0 a,* -3131,0 ± 56,0 1,7 ± 0,1 6 
V131C 18,1 ± 5,0 -3327,2 ± 352,9 1,9 ± 0,2 9 
H132C 13,6 ± 2,1 -4821,4 ± 313,2 2,0 ± 0,2 8 
G221C 29,3 ± 9,7 -1430,0 ± 301,8 a,* 1,7 ± 0,2 9 
K224C 580,6 ± 462,4 -996,0 ± 293,4 a,* 1,0 ± 0,1 6 
A295C 63,7 ± 8,5 a,* -2921,3 ± 194,6 1,9 ± 0,1 6 
S296C n.b. I3000= -295,9 ± 94,2 n.b. 3 
 
Bei den Mutanten K224C, A295C und S296C wurde ATP in den Konzentrationen 3 µM-3 mM 
appliziert, da sie bis 300 µM kein abflachendes Wirkmaximum (Plateau-Effekt) zeigten. 
Trotz der eingeschränkten Funktion der Einzelmutante K224C wurden die geplanten 
Untersuchungen weitergeführt, da sie der K201C-Mutante im hP2X3-Rezeptor entspricht. Die 
S296C-Einzelmutante wies bei ATP-Konzentrationen bis 3 mM keinen sigmoidalen Verlauf auf, 
wodurch sich mithilfe der Hill-Gleichung weder der EC50- noch der Imax-Wert bestimmen ließ. 
Die mittlere Stromantwort bei der Applikation von 3 mM ATP (I3000) betrug für die 







Die chemische Verbindung Dithiothreitol (DTT) reduziert Disulfidbrücken in Proteinen und 
wurde im Folgenden verwendet, um die durch Mutagenese künstlich eingebauten 
Disulfidbrücken wieder aufzubrechen. Um zu zeigen, dass das Reagenz keinen Einfluss auf die 
Funktion des hP2X2-Rezeptor-WT hat, wurde das DTT-Applikationsprotokoll (unter 2.2.3.3. 
aufgeführt) auch auf diesen angewandt (s. Abbildung 8). 
 
 
Abbildung 7: Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des hP2X2R-WT und der Cystein-
Einzelmutanten 
An transient transfizierten HEK293-Zellen wurden die Stromantworten auf steigende Konzentrationen ATP 
mithilfe der whole-cell patch-clamp Technik gemessen. Gezeigt sind Konzentrations-Wirkungs-Kurven des 
hP2X2R-WT im Vgl. zu den Einzelmutanten der Kopfdomäne (A), Rückenflosse (B) und Brustflosse (C). Jedes 








Ebenso wurde die Wirkung von DTT auf die generierten Cystein-Einzelmutanten getestet. Dabei 
wurde aufgrund der bestimmten EC50-Werte bei dem hP2X2-Rezeptor-WT, R130C, V131C, 
H132C, G221C sowie A295C 30 µM ATP, bei K224C und S296C 300 µM ATP appliziert. DTT 
wurde in einer Konzentration von 1 mM auf die transient transfizierten HEK293-Zellen gegeben.  
Sowohl der hP2X2-Rezeptor-WT als auch die Einzelmutanten R130C, V131C und G221C 
wiesen keine signifikanten Veränderungen der Rezeptorfunktion durch DTT-Zugabe auf 
(s. Abbildung 10). Auffällig war der starke Rückgang der Stromantwort der G221C-Mutante 




Abbildung 8: DTT-Applikation am hP2X2R-WT 
Gezeigt ist die gemittelte Stromantwort von transient mit dem hP2X2R-WT transfizierten HEK293-Zellen bei 
Applikation von 30 µM ATP und 15 minütiger Zugabe von 1 mM DTT (n=6). Die senkrechten Linien geben ein 




Abbildung 9: DTT-Applikation an der K224C-Einzelmutante 
Gezeigt ist die gemittelte Stromantwort von transient mit der K224C-Mutante transfizierten HEK293-Zellen bei 
Applikation von 300 µM ATP und 15 minütiger Zugabe von 1 mM DTT (n=6). Die senkrechten Linien geben ein 





H132C der Kopfdomäne, die K224C-Mutante (s. Abbildung 9) an der Rückenflosse sowie die 
Einzelmutanten der Brustflosse zeigten dagegen einen signifikanten Effekt bei Applikation von 
DTT im Vergleich zum initialen Einwärtsstrom (s. Abbildung 10). Da sich die Mutanten an der 
Brustflosse (A295C, S296C) mit denen der Rückenflosse (G221C, K224C), welche einzeln 
schon eine eingeschränkte Funktion zeigten, verbinden sollten, wurde im Folgenden davon 
abgesehen, Doppelmutanten mit A295C und S296C zu generieren. Experimente mit K224C 
wurden trotz des DTT-Effektes fortgesetzt, da sie die analoge Mutante zu K201C im 
hP2X3-Rezeptor darstellt und in dieser Region der Austausch einer anderen Aminosäure laut des 




Abbildung 10: Effekt von DTT auf den hP2X2R-WT und die Cystein-Einzelmutanten 
Die Ströme unter DTT-Applikation und die folgende Auswaschperiode wurden auf den initialen Strom unter 
Applikation von Extrazellularlösung normalisiert (1, s. gepunktete Linie). Jede Säule gibt den Mittelwert ± SEM 
von 4-7 Zellen an. *P<0,05 zeigt einen signifikanten Unterschied zum initialen Strom an. §P<0,05 gibt einen 
signifikanten Unterschied zwischen DTT-Applikation und Auswaschperiode an (einfaktorielle ANOVA und 






Aufgrund der schnelleren Aktivierung der H132C-Mutante durch DTT, wurden weitere 
Untersuchungen durchgeführt. Auffällig war bereits, dass die H132C-Einzelmutante bei den 
Konzentrations-Wirkungs-Kurven-Messungen eine stärkere Potenz und höheres Wirkmaximum 
als der hP2X2-Rezeptor-WT zeigte (s. 3.2.1). In einer zusätzlichen Versuchsreihe wurden die 
Einwärtsströme unter dauerhafter DTT-Applikation und steigenden ATP-Konzentrationen 
gemessen (s. Abbildung 11). 
H132C reagierte unter DTT-Applikation mit einer tendenziell schnelleren Aktivierung der 
Rezeptor-Mutante, welche allerdings keinen statistisch signifikanten Unterschied ergab 
(s. Abbildung 13), und Zunahme der Desensitisierung (s. Abbildung 11 u. Abbildung 13). Die 
Stromantworten unter 1 mM DTT wiesen ab 3 µM ATP sogar noch größere Amplituden, mit 
Imax- und EC50-Werten von -7607,8 pA ± 3220,9 pA und 13,2 µM ± 9,2 µM ATP, auf 
(s. Abbildung 12). Durch eine stärkere Desensitisierung und verlängerte Erholungszeit war bei 







0,3 µM 300 µM 3 µM 10 µM 30 µM 100 µM 1 µM 
2 min 
Intervall 
Abbildung 11: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen des hP2X2R-WT und der H132C-Einzelmutante 
Dargestellt sind die gemittelten Einwärtsströme (n=6-8) auf steigende ATP-Konzentrationen (0,3-300 µM). ATP 
wurde in einem Intervall von 2 Minuten appliziert. A zeigt die Stromantworten des hP2X2R-WT im Vergleich zu 









Abbildung 12: Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Kurven der H132C-Mutante mit dem hP2X2R-WT 
Mithilfe der whole-cell patch-clamp Technik wurden die Stromantworten auf steigende Konzentrationen ATP (0,3-
300 µM) gemessen. Gezeigt sind die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der H132C-Mutante unter dauerhafter 
DTT-Applikation (Kreis) oder Extrazellularlösung (Dreieck) sowie des hP2X2R-WT (Quadrat). Die letzten Werte 
(300 µM) wurden zur Errechnung des Imax und der EC50 vernachlässigt. Jedes Symbol gibt den Mittelwert ± SEM 
von 6-9 Zellen an. 
A B 
Abbildung 13: Vergleich des hP2X2R-WT und der H132C-Mutante mit DTT-Applikation 
A vergleicht die Anstiegszeiten (τon10/90) unter der Applikation von 100 µM ATP am hP2X2R-WT und der H132C-
Einzelmutante mit DTT-Zugabe (1 mM). 
B gibt das Verhältnis der maximalen Amplitude, welche unter Applikation von 100 µM ATP gemessen wurde, zur 
minimalen Amplitude am Ende der Agonisten-Applikation an.  
Die Säulen geben den Mittelwert ± SEM von jeweils 6 Zellen an. *P<0,05 zeigt einen signifikanten Unterschied 






Ersetzt man das positiv geladene Histidin an Position 132 des hP2X2-Rezeptors durch ein 
ungeladenes Cystein, änderte sich die Rezeptorfunktion dahingehend, dass der EC50-Wert 
geringer und der Imax-Wert im Vergleich zum hP2X2-Rezeptor-WT größer ausfiel (s. Tabelle 9). 
Dies gab Anlass, die Auswirkung einer negativ geladenen Seitenkette an dieser Stelle zu 
untersuchen. Hierfür wurde das negativ geladene Reagenz MTSES eingesetzt, welches sich mit 
einem beispielsweise durch Mutagenese eingefügten, frei stehenden Cystein verbindet und auf 
diese Weise eine negative Ladung einbaut. Da diese Experimente nicht Hauptbestandteil dieser 
Arbeit sein sollten, wurden nur erste Ansätze, mit dafür schon vielversprechenden Ergebnissen, 
durchgeführt. Nach Zugabe von 1 mM MTSES über einen Zeitraum von 10 Minuten konnte ein 
signifikanter Rückgang der Stromantwort beobachtet werden (s. Abbildung 14). 
 
Analog zu den Untersuchungen mit MTSES kam ebenso das positiv geladene Reagenz MTSEA 
(1 mM) zum Einsatz, welches 10 Minuten lang auf die mit H132C transient transfizierten 
HEK293-Zellen appliziert wurde. Die mittleren Stromamplituden unter Einsatz von MTSEA 
waren vergleichbar zu der initialen Kontroll-Messung, wiesen demnach keinen signifikanten 
Unterschied auf (s. Abbildung 14).  
* * 
Abbildung 14: Effekt von MTSES und MTSEA auf die H132C-Mutante 
Dargestellt sind die Stromantworten von der H132C-Mutante unter Applikation von 30 µM ATP und 
Extrazellularlösung (Kontrolle) und 1 mM MTSES oder 1 mM MTSEA. Es wurde jeweils auf den Kontroll-Strom 
normiert. Die Säulen geben den Mittelwert ± SEM von 3-4 Zellen an. *P<0,05 zeigt einen signifikanten 








Analog zu den Cystein-Einzelmutanten, wurde die Rezeptorfunktion der Cystein-
Doppelmutanten mithilfe von Konzentrations-Wirkungs-Kurven-Messungen an transient 
transfizierten HEK293-Zellen untersucht. Die Doppelmutanten, welche eine Disulfidbrücken-
Bildung zwischen Rückenflosse und Kopfdomäne bedingen sollten, zeigten bei Agonisten-
Applikation kaum eine Restfunktion (s. Abbildung 15). Die Agonisten-Applikation erfolgte bei 
den Doppelmutanten ebenfalls für 10 Sekunden in steigenden Konzentrationen von 3 µM-3 mM 
in einem 2-Minuten-Intervall. 
Tabelle 10: Übersicht der Parameter der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des hP2X2R-WT und der 
Cystein-Doppelmutanten 
Aufgelistet sind die halbmaximale Agonisten-Konzentration (EC50), der maximale Einwärtsstrom (Imax), der Hill-
Koeffizient (nH) sowie die Anzahl der gemessenen Zellen (n). Die angegebenen Werte geben den Mittelwert ± SEM 
wieder. Die 3-parametrige Hill-Gleichung war nicht auf alle Mutanten anwendbar. In diesen Fällen wurde I3000 
angegeben (Stromamplitude, hervorgerufen durch 3mM ATP). Nicht bestimmbare Parameter sind mit n.b. 
gekennzeichnet.  
*P<0,05 (einfaktorielle ANOVA und Holm-Sidak post hoc-Test). 
a gibt einen signifikanten Unterschied der EC50- oder Imax-Werte verglichen mit dem hP2X2-Rezeptor-WT an.  
b gibt einen signifikanten Unterschied des Imax der Doppelmutante zur entsprechenden ersten Einzelmutante an.  
c gibt einen signifikanten Unterschied des Imax der Doppelmutante zur entsprechenden zweiten Einzelmutante an. 
P2X2-Rezeptor EC50 (µM) Imax (pA) Hill-Koeffizient 
nH 
Anzahl n 
hP2X2-WT 19,0 ± 6,6 -4164,9 ± 635,3 1,7 ± 0,2 9 
R130C/G221C n.b. I3000= -132,1 ± 49,6 n.b. 6 
V131C/G221C 79,6 ± 111,3 -52,8 ± 15,6 a,b,c* 0,5 ± 0,2 6 
H132C/G221C 29,1 ± 128,0 -78,3 ± 64,3 a,b,c,* 0,4 ± 0,3 8 
R130C/K224C 77,0 ± 225,6 -23,4 ± 11,2 a,b,c* 0,4 ± 0,2 7 
V131C/K224C n.b. I3000= -14,1 ± 3,2 n.b. 7 
H132C/K224C n.b. I3000= -204,5 ± 55,8. n.b. 6 
 
Da die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Doppelmutanten R130C/G221C, V131C/K224C 
und H132C/K224C keinen sigmoidalen Verlauf zeigten, war in diesen Fällen die rechnerische 
Bestimmung der EC50- und Imax-Werte mithilfe der 3-parametrigen Hill-Gleichung nicht 
möglich. Hier wurde stattdessen die mittlere Stromamplitude, welche durch die maximale ATP-







Wie bereits unter 3.3.1 beschrieben, wiesen die generierten Cystein-Doppelmutanten kaum eine 
Restfunktion unter ATP-Applikation auf. Um die Reversibilität möglicher Disulfidbrücken zu 
testen, wurde DTT auf transient mit den verschiedenen Doppelmutanten transfizierte HEK293-
Zellen appliziert. Erste Versuchsreihen mit ATP-Konzentrationen von 30 µM brachten aufgrund 
fehlender Einwärtsströme keine auswertbaren Ergebnisse hervor (hier nicht gezeigt), wodurch 
die Agonisten-Konzentration auf 300 µM erhöht wurde. Da eine DTT-Konzentration von 1 mM 
keine signifikanten Ergebnisse analog zu den Untersuchungen am hP2X3-Rezeptor erbrachte, 
wurden diese Versuche abgebrochen (n=4) und die Konzentration auf 10 mM erhöht 
(s. Abbildung 16), was eine gebräuchliche Konzentration im Rahmen von Cystein-Mutagenese-
Studien darstellt (Marquez-Klaka et al., 2009, 2007; Nagaya et al., 2005). Somit konnte 
sichergestellt werden, dass die Ergebnisse nicht durch eine verminderte Zugänglichkeit der 
Disulfidbrücken beeinträchtigt werden. Daraufhin wies die Doppelmutante V131C/K224C, 
analog zu der K113C/K201C-Mutante im hP2X3-Rezeptor, einen signifikanten Effekt nach 
DTT-Applikation im Vergleich zum initialen Strom auf, welcher allerdings lediglich auf dem 
Niveau der K224C-Einzelmutante lag (s. Abbildung 16 u. Abbildung 17). Bei DTT-
Konzentrationen von 10 mM zeigten die restlichen Doppelmutanten mit K224C und G221C 
keinen signifikanten Effekt (s. Abbildung 17).  
A B 
Abbildung 15: Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Kurven des hP2X2R-WT und der Cystein-
Doppelmutanten 
An transient transfizierten HEK293-Zellen wurden die Stromantworten auf steigende Konzentrationen ATP mithilfe 
der whole-cell patch-clamp Technik gemessen. Gezeigt sind Konzentrations-Wirkungs-Kurven des hP2X2R-WT im 
Vgl. zu den Doppelmutanten, gebildet aus Verbindungen von Cystein-Mutanten an Kopfdomäne und benachbarter 
Rückenflosse. A stellt Mutanten mit Beteiligung von G221C an der Rückenflosse und B die entsprechenden 







Abbildung 16: Effekt verschiedener DTT-Konzentrationen auf die hP2X2-V131C/K224C-Mutante 
Die Ströme unter DTT-Applikation in Konzentrationen von 1 oder 10 mM und die folgende Auswaschperiode 
wurden auf den initialen Strom unter Applikation von Extrazellularlösung normalisiert (1, s. gepunktete Linie). Jede 
Säule gibt den Mittelwert ± SEM von 4-6 Zellen an. *P<0,05 gibt einen signifikanten Unterschied zum initialen 
Strom an. §P<0,05 zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen DTT-Applikation und Auswaschperiode an 
(einfaktorielle ANOVA und Bonferroni post hoc-Test). 
 
Abbildung 17: Effekt von DTT auf den hP2X2R-WT und die Cystein-Doppelmutanten 
Die Ströme unter DTT-Applikation (10 mM) und die folgende Auswaschperiode wurden auf den initialen Strom 
unter Applikation von Extrazellularlösung normalisiert (1, s. gepunktete Linie). Jede Säule gibt den Mittelwert ± 
SEM von 4-7 Zellen an. *P<0,05 zeigt einen signifikanten Unterschied zum initialen Strom an. §P<0,05 gibt einen 
signifikanten Unterschied zwischen DTT-Applikation und Auswaschperiode wieder (einfaktorielle ANOVA und 





3.4 Heterotrimerer hP2X2/3-Rezeptor 
3.4.1 hP2X2-Rezeptor-Wildtyp kombiniert mit der hP2X3-K113C/K201C-Mutante 
Grundlage der Untersuchung heterotrimerer Bindungsstellen zwischen den P2X2/3-
Untereinheiten bildeten die vorausgegangenen Experimente mit den hP2X3-Rezeptor-
Cysteinmutanten (Kowalski et al., 2014). Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Verlinkung 
zwischen zwei benachbarten Untereinheiten über Disulfidbrücken möglich ist. Der hP2X3-
Rezeptor verliert dabei seine Funktion, sobald Kopfdomäne und Rückenflosse sich über eine 
Disulfidbrücke miteinander verbinden und in dieser Position fixiert werden. Hierfür wurde an 
den Positionen K113 und K201 der Aminosäuresequenz des hP2X3-Rezeptors das jeweilige 
Lysin durch ein Cystein substituiert. Die Reversibilität dieser Disulfidbrücken-Bildung wurde 
durch den Einsatz von DTT, wodurch die Rezeptorfunktion wiederhergestellt werden konnte, 
nachgewiesen (Kowalski et al., 2014). Dies gab Anlass, eine mögliche Verlinkung zwischen 
zwei unterschiedlichen Rezeptor-Untereinheiten zu untersuchen, um neue Erkenntnisse zu deren 
Zusammenlagerung in einem heterotrimeren Rezeptor zu gewinnen. 
Bei Ko-Transfektion von P2X2- und P2X3-Rezeptor-Plasmiden (cDNA) ist eine 
unterschiedliche Zusammenlagerung zu Rezeptoren möglich. Es können sowohl die jeweiligen 
Homotrimere, wie auch zwei verschiedene Heterotrimere gebildet werden (s. Abbildung 18).  
Zur Differenzierung, ob es sich um Stromantworten von homotrimeren oder heterotrimeren 
Rezeptoren handelt, wurde im Folgenden der Agonist α,β-meATP eingesetzt. Homotrimere 
hP2X2-Rezeptoren zeigen unter dessen Applikation bei Konzentrationen bis 300 µM keine 







Abbildung 18: Schematische Darstellung der möglichen Zusammenlagerung eines Rezeptors bei Ko-
Transfektion von P2X2- und P2X3-Rezeptor-Untereinheiten 
Werden P2X2- und P2X3-Plasmide zusammen transfiziert, können sowohl homotrimere wie auch heterotrimere 
Rezeptoren auf der Zelloberfläche exprimiert werden. Bei der Zusammenlagerung zu Heterotrimeren wird die 
Annahme einer Zusammenfügung (P2X2)1/(P2X3)2, wie hier umrahmt dargestellt, favorisiert (Hausmann et al., 






Rezeptoren reagieren auf α,β-meATP mit Einwärtsströmen. Durch die unterschiedliche Kinetik, 
wie langsame bei heterotrimeren Rezeptoren im Vergleich zu schneller Desensitisierung bei 
homotrimeren P2X3-Rezeptoren, gelingt auch deren Unterscheidung. 
Im Folgenden wurden nur noch HEK293-Zellen, welche sowohl grün (hP2X3-Plasmid), als auch 
rot (hP2X2-Plasmid) fluoreszierten mittels whole-cell patch-clamp-Technik gemessen, um sicher 
zu stellen, dass beide Rezeptor-Plasmide exprimiert werden. Durch Verbindung des hP2X2-
Rezeptor-WT mit der K113C/K201C-P2X3-Mutante konnte die α,β-meATP-induzierte 
Rezeptorfunktion im heterotrimeren Rezeptor wiederhergestellt werden (s. Abbildung 19). Der 
Agonist α,β-meATP erzeugte in einer Konzentration von 10 µM bei dem hP2X2-Rezeptor-WT 
keinen, bei der hP2X3-Doppelmutante (K113C/K201C) einen minimalen Einwärtsstrom, wenn 
diese einzeln transfiziert wurden. Sobald diese Rezeptoren allerdings transient ko-transfiziert (im 
Verhältnis P2X2 1:2 P2X3) wurden, zeigte sich ein langsam desensitisierender heterotrimerer 










Abbildung 19: Vergleich der Einwärtsströme von hP2X2R-WT, hP2X3-Rezeptor-Doppelmutante und dem 
aus beiden Untereinheiten gebildeten heterotrimeren Rezeptor 
Dargestellt sind gemittelte Einwärtsströme aus verschiedenen Messreihen (n=3-6). Der Agonist α,β-meATP wurde 
jeweils für 2 (hP2X3-Doppelmutante; hP2X2/3-Heteromer) -10 (hP2X2-WT) Sekunden in einer Konzentration von 
10 µM appliziert. Darunter ist die mögliche Untereinheiten-Zusammenlagerung schematisch abgebildet, wobei die 






Um die Untereinheiten-Zusammensetzung im heterotrimeren Rezeptor zu untersuchen, wurden 
jeweils der hP2X2-Rezeptor-WT und die hP2X3-Doppelmutante in verschiedenen Verhältnissen 
zueinander ko-transfiziert. Erst ab einem Transfektionsverhältnis von (P2X2) 1:4 (P2X3) konnte 
unter DTT-Zugabe eine schnell desensitisierende Komponente registriert werden, was darauf 
hindeutet, dass bei diesem Verhältnis vermehrt homotrimere hP2X3-Rezeptoren gebildet 
werden, welche durch die DTT-Applikation aktiviert werden (s. Abbildung 20). 
Ansonsten hatte weder das Transfektionsverhältnis, noch die Applikation von 1 mM DTT 
Einfluss auf den Rezeptorstrom. Folglich wiesen alle untersuchten Transfektionsverhältnisse 
ähnliche Anstiegszeiten (τon10/90) um etwa 1300 ms, sowohl unter EC- als auch unter DTT-
Applikation auf, während sich bei dem Verhältnis (P2X2) 1:4 (P2X3) durch den Rezeptorstrom 
homotrimerer hP2X3-Rezeptoren ein signifikant schnellerer Anstieg der Einwärtsströme unter 
DTT-Applikation zeigte (s. Abbildung 21). 
500 pA 
20 s 
P2X2R-WT : P2X3R-K113C/K201C 
4 : 1 2 : 1 1 : 1 
1 : 4 1 : 2 
EC DTT 
Abbildung 20: Transfektionsverhältnisse des hP2X2R-WT und der hP2X3R-Doppelmutante 
Die hP2X2R-WT- und hP2X3R-K113C/K201C-Plasmide wurden in den Verhältnissen 4:1 bis 1:4 ko-transfiziert. 
Im Vergleich sind die gemittelten Einwärtsströme unter Extrazellularlösung (EC) oder 1 mM DTT-Applikation und 
jeweils 10 µM α,β-meATP (2 Sekunden-Applikation) dargestellt (n=6-8). Eine desensitisierende Komponente war 







Bei einem Transfektionsverhältnis von (P2X2) 4:1 (P2X3) ist von einer überwiegenden 
Zusammenlagerung der Untereinheiten im heterotrimeren Rezeptor von (P2X2)2/(P2X3)1, bei 
dem Transfektionsverhältnis (P2X2) 1:4 (P2X3) von einer Zusammensetzung des Rezeptors aus 
(P2X2)1/(P2X3)2 auszugehen. Unter Berücksichtigung, dass der heterotrimere P2X2/3-Rezeptor 
aller Wahrscheinlichkeit nach mit zwei P2X3- und einer P2X2-Rezeptor-Untereinheit an der 
Zelloberfläche exprimiert wird (s. 1.4.4 und Abbildung 18), wurde für alle folgenden 






Abbildung 21: Vergleich der Anstiegszeiten der verschiedenen Transfektionsverhältnisse des hP2X2R-WT 
und der hP2X3R-K113C/K201C-Doppelmutante 
Dargestellt sind die Anstiegszeiten (τon10/90) der Transfektionsverhältnisse (P2X2) 4:1 (P2X3) bis (P2X2) 1:4 (P2X3) 
unter Applikation von Extrazellularlösung (EC) oder DTT (1 mM). Jede Säule gibt den Mittelwert ± SEM von 6-8 
Zellen an. *P<0,05 zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der Applikation von EC und DTT an 






3.4.2 hP2X2-Einzelmutanten kombiniert mit der hP2X3-K113C/K201C-Mutante 
Zur Testung einer möglichen Verlinkung zwischen den unterschiedlichen Rezeptor-
Untereinheiten, wurden hP2X2-Rezeptor-Einzelmutanten mit der hP2X3-Doppelmutante 
(K113C/K201C) in einem Verhältnis von 1:2 ko-transfiziert. Hier wurde auf die Durchführung 
von Konzentrations-Wirkungs-Messungen verzichtet, da bereits gezeigt werden konnte, dass die 
Rezeptorfunktion lediglich durch Doppelmutanten aufgehoben wurde. Somit wurde eine feste 
Konzentration festgelegt, bei welcher auswertbare Einwärtsströme zu verzeichnen waren.  
Da erste Versuchsreihen mit Konzentrationen des Agonisten α,β-meATP von 10 µM nur geringe 
Stromantworten zeigten (hier nicht gezeigt), wurde die Konzentration auf 100 µM erhöht. Der 
Agonist wurde für 10 Sekunden auf die Zellen appliziert, um eine bessere Differenzierung 
zwischen schnell und langsam desensitisierenden Stromantworten zu erreichen. Bei der 
Ko-Transfektion von hP2X2-Einzel- und der hP2X3-Doppelmutante sind Zusammenlagerungen, 
wie in Abbildung 22B dargestellt, möglich.  
Die Kombination aus der hP2X2-Rezeptor-Einzelmutante H132C bzw. G221C und hP2X3-
Rezeptor-Doppelmutante ergab jeweils einen signifikanten Unterschied nach DTT-Zugabe im 
Vergleich zum initialen Strom (s. Abbildung 22A). Auffällig war der signifikante Rückgang der 
Einwärtsströme nach Auswasch von DTT bei R130C, H132C und G221C in Kombination mit 
der hP2X3-Rezeptor-Doppelmutante (s. Abbildung 22A). Die jeweiligen Ko-Transfektionen des 
hP2X2-Rezeptor-WT, der R130C-, V131C- sowie K224C-Mutante mit der hP2X3-














Abbildung 22: Effekt von DTT auf den heterotrimeren hP2X2/3-Rezeptor (hP2X2-Einzel- mit hP2X3-
Doppelmutante) 
A Untersucht wurde der Effekt auf mit der hP2X3-Doppelmutante und hP2X2R-WT bzw. –Einzelmutanten 
ko-transfizierte HEK293-Zellen. Es wurden jeweils 100 µM α,β-meATP und 1 mM DTT appliziert. Die Ströme 
unter DTT-Applikation und die folgende Auswaschperiode wurden auf den initialen Strom unter Applikation von 
Extrazellularlösung normalisiert (1, s. gepunktete Linie). Jede Säule gibt den Mittelwert ± SEM von 6-7 Zellen an. 
*P<0,05 zeigt einen signifikanten Unterschied zum initialen Strom an. §P<0,05 gibt einen signifikanten 
Unterschied zwischen DTT-Applikation und Auswaschperiode an (einfaktorielle ANOVA und Bonferroni post hoc-
Test).  
B Schematische Darstellung der möglichen Untereinheiten-Zusammenlagerung im heterotrimeren Rezeptor. 
Hellgraue Kreise stehen für die hP2X2-, dunkelgraue für die hP2X3-Rezeptor-Untereinheit. Die roten Punkte geben 






Bei den durchgeführten Versuchsreihen wiesen die Einwärtsströme der heterotrimeren 
Rezeptoren keine schnell desensitisierende Komponente auf (s. Abbildung 23 u. Abbildung 24). 
Lediglich die Kombination aus hP2X2-H132C-Mutante und hP2X3-K113C/K201C zeigte unter 
DTT-Applikation einen signifikant schnelleren Anstieg des Einwärtsstroms (s. Abbildung 24). 
Die Ko-Transfektion von hP2X2-K224C und hP2X3-K113C/K201C führte zu einer deutlich 

















Abbildung 23: Rezeptorströme der heterotrimeren Rezeptoren, gebildet aus den verschiedenen hP2X2-
Einzel- und der hP2X3-Doppelmutante  
Gezeigt sind die gemittelten Einwärtsströme unter Applikation von 100 µM α,β-meATP und entweder 





3.4.3 hP2X2-Doppelmutanten kombiniert mit der hP2X3-K113C/K201C-Mutante 
Zur Vervollständigung der Untersuchungen wurden analog zu den Experimenten unter 3.4.2, die 
verschiedenen hP2X2-Doppelmutanten zusammen mit der hP2X3-Doppelmutante in dem 
Verhältnis 1:2 transient in HEK293-Zellen transfiziert. Ko-Transfektion der hP2X3-
K113C/K201C-Mutante mit der analogen Mutante im hP2X2-Rezeptor (V131C/K224C) zeigte 
nach DTT-Applikation einen signifikanten Effekt, verglichen mit dem initialen Einwärtsstrom. 
Genauso verhielt es sich bei der hP2X2-R130C/K224C-Doppelmutante, kombiniert mit der 
P2X3-Doppelmutante (s. Abbildung 25A). Die Doppelmutanten mit G221C wiesen keinen 
signifikanten Effekt auf (s. Abbildung 25A). 
 
Abbildung 24: Vergleich der Anstiegszeiten der heterotrimeren hP2X2/3-Rezeptoren (hP2X2-Einzel- mit 
hP2X3-Doppelmutante)  
Dargestellt sind die Anstiegszeiten (τon10/90) der verschiedenen heterotrimeren Rezeptoren unter Applikation von 
Extrazellularlösung (EC) oder DTT (1 mM) und dem Agonisten α,β-meATP (100 µM). Jede Säule gibt den 
Mittelwert ± SEM von 6-7 Zellen an. *P<0,05 zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der Applikation von 







Bei dieser Versuchsreihe wiesen einige Kombinationen nach DTT-Applikation eine schnell 
desensitisierende Komponente, welche bei Ko-Transfektion der Doppelmutanten 
hP2X2-V131C/K224C und hP2X3-K113C/K201C besonders ausgeprägt war, auf 
A 
B 
Abbildung 25: Effekt von DTT auf den heterotrimeren hP2X2/3-Rezeptor (hP2X2-Doppel- mit hP2X3-
Doppelmutante) 
A Untersucht wurde der Effekt auf mit der hP2X3-Doppelmutante und den verschiedenen hP2X2-Doppelmutanten 
ko-transfizierte HEK293-Zellen. Es wurden jeweils 100 µM α,β-meATP und 10 mM DTT appliziert. Die Ströme 
unter DTT-Applikation und die folgende Auswaschperiode wurden auf den initialen Strom unter Applikation von 
Extrazellularlösung normalisiert (1, s. gepunktete Linie). Jede Säule gibt den Mittelwert ± SEM von 6-7 Zellen an. 
*P<0,05 zeigt einen signifikanten Unterschied zum initialen Strom, §P<0,05 einen signifikanten Unterschied 
zwischen DTT-Applikation und Auswaschperiode an (einfaktorielle ANOVA und Bonferroni post hoc-Test).  
B Schematische Darstellung der möglichen Untereinheiten-Zusammenlagerung im heterotrimeren Rezeptor. 
Hellgraue Kreise stehen für die hP2X2-, dunkelgraue für die hP2X3-Rezeptor-Untereinheit. Die roten Punkte stellen 





(s. Abbildung 26). Hier konnten also bereits bei einem Transfektionsverhältnis von (P2X2) 1:2 
(P2X3) homotrimere hP2X3-Rezeptorströme unter DTT-Applikation registriert werden. Dies 
führte schließlich zu signifikant schnelleren Anstiegszeiten unter DTT-Applikation bei vier der 
sechs Kombinationen (s. Abbildung 27). Dabei näherte sich die Anstiegszeit (τon10/90) der 
hP2X2-V131C/K224C- kombiniert mit der hP2X3-K113C/K201C-Doppelmutante unter 
DTT-Applikation (131,7 ms ± 18,3 ms; n=7) der des hP2X3-Rezeptor-WT an (38 ms ± 4 ms; 




















Abbildung 26: Rezeptorströme der heterotrimeren Rezeptoren, gebildet aus den verschiedenen hP2X2-
Doppel- und der hP2X3-Doppelmutante 
Gezeigt sind die gemittelten Einwärtsströme unter Applikation von 100 µM α,β-meATP und entweder 
Extrazellularlösung (EC) oder 10 mM DTT (n=6-7). Der Agonist wurde 10 Sekunden lang appliziert. Schnell 








Abbildung 27: Vergleich der Anstiegszeiten der heterotrimeren hP2X2/3-Rezeptoren (hP2X2-Doppel- mit 
hP2X3-Doppelmutante)  
Dargestellt sind die Anstiegszeiten (τon10/90) der verschiedenen heterotrimeren Rezeptoren unter Applikation von 
Extrazellularlösung (EC) oder DTT (10 mM) und dem Agonisten α,β-meATP (100 µM). Jede Säule gibt den 
Mittelwert ± SEM von 6-7 Zellen an. *P<0,05 zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der Applikation von 







In der vorliegenden Arbeit wurden fünf Aminosäuren des humanen (h)P2X2-Rezeptors, welche 
nicht direkt an der ATP-Bindung beteiligt sind, durch Cysteine substituiert. Transfektion der 
generierten Doppelmutanten in HEK293-Zellen resultierte nicht in einem dauerhaft offenen 
Ionenkanal, sondern vielmehr in einem Funktionsverlust des Rezeptors. Das reduzierende 
Reagenz Dithiothreitol (DTT) vermochte die Rezeptorfunktion nicht wieder herzustellen. Auch 
eine Quervernetzung der verschiedenen Untereinheiten im heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor 
gelang nicht. Bei den Ko-Transfektions-Experimenten des hP2X2- und hP2X3-Rezeptors wurde 
jedoch deutlich, dass im heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor zwei funktionelle Bindungsstellen zur 
Aktivierung des Ionenkanals ausreichen. 
4.1 Beteiligung der Kopfdomäne am Desensitisierungsverhalten 
Zunächst wurden die generierten hP2X2-Rezeptor-Einzelmutanten mittels Konzentrations-
Wirkungs-Kurven-Messungen auf ihre Funktion hin getestet. Hierbei zeigte die H132C-Mutante 
eine bessere Funktion verglichen mit dem hP2X2-Rezeptor-Wildtyp (WT), was sich durch einen 
geringeren EC50-Wert sowie erhöhtes Wirkmaximum (Imax) auszeichnete. Diese Mutante 
entspricht dem Histidin in Position 120 der Aminosäuresequenz des Ratten (r)P2X2-Rezeptors, 
welches für die Bindung von Zink-Ionen mitverantwortlich gemacht wird (Clyne et al., 2002). 
Eine Untersuchung, bei welcher dieses Histidin H120 des rP2X2-Rezeptors ebenfalls durch ein 
Cystein substituiert wurde, zeigte allerdings ein geringfügig schlechteres Ansprechen auf ATP 
als der rP2X2-WT (Nagaya et al., 2005). Analog zu Nagaya et al. (2005), konnte für die 
entsprechende H132C-Mutante der vorliegenden Arbeit die freie Zugänglichkeit dieser Mutante 
an der Zelloberfläche mittels MTS-Reagenzien gezeigt werden. Der signifikante Rückgang der 
Stromantwort der H132C-Mutante unter MTSES-Applikation weist auf eine bedeutende Rolle 
des Histidins und dessen Ladung für die Rezeptorfunktion hin; das Einfügen einer negativen 
Ladung wurde nicht toleriert. Den Erwartungen entsprechend, blieb das Einsetzen einer positiven 
Ladung durch das Reagens MTSEA ohne gravierende Auswirkung auf die Rezeptorantwort. 
Durch Applikation von DTT an der H132C-Mutante zeigte sich ein Rezeptorkanal mit 
Eigenschaften, die sich denen des P2X3-Rezeptors annäherten und schnellere Aktivierung und 
Desensitisierung sowie längere Refraktärzeit aufwiesen. Ein entsprechendes Verhalten der 
analogen Mutante im rP2X2-Rezeptor wurde nicht berichtet (Nagaya et al., 2005). Über das 
Desensitisierungsverhalten von P2X-Rezeptoren wird viel diskutiert. Beim rP2X2-Rezeptor wird 
ein Fehlen großer Teile des C-Terminus hauptverantwortlich für eine schnellere Desensitisierung 





Aminosäuresequenz des N-Terminus, nahe der TM1, das Desensitisierungsverhalten mit zu 
koordinieren scheint (Allsopp and Evans, 2011). Das Verhalten der H132C-Mutante rückt die 
Möglichkeit in Betracht, dass am hP2X2-Rezeptor auch extrazelluläre Strukturen die 
Desensitisierung des Rezeptors beeinflussen können. 
Die Mutation der Aminosäure S275 an der linken Brustflosse des rP2X3-Rezeptors 
(Nummerierung entsprechend des rP2X3-Rezeptors) zu einem Alanin oder Cystein zeigte ein 
verändertes, langsameres Desensitisierungsverhalten mit schnellerer Wiederkehr des 
ursprünglichen Zustands, vermutlich durch Regulierung von Assoziierungs- und 
Dissoziierungsraten des Agonisten (Petrenko et al., 2011). Ebenso verhält es sich bei der 
D266A-Mutante (Nummerierung entsprechend des rP2X3-Rezeptors) (Fabbretti et al., 2004). 
Mutation einer Aminosäure an der Rückenflosse des rP2X4-Rezeptors (L214I) führte zu einer 
Beschleunigung der Desensitisierung, ähnlich einem P2X1- oder P2X3-Rezeptor (Zhang et al., 
2014). Im hP2X2-Rezeptor scheint das Histidin in Position 132 das Desensitisierungsverhalten 
des Rezeptors zu stabilisieren. 
4.2 Einfluss der Cystein-Einzelmutanten auf die Funktion des hP2X2-Rezeptors 
Die stark eingeschränkte Funktion der K224C-Mutante (EC50 = 580,6 µM ± 462,4 µM, im Vgl. 
zu EC50 = 19,0 µM ± 6,6 µM des hP2X2-WT) wäre durch Beeinträchtigung der ATP-Bindung 
im Sinne einer unzureichenden Koordinierung der Agonisten-Bindung oder Kanalöffnung zu 
erklären, wobei die analoge Cystein-Mutante im hP2X3-Rezeptor keine derart ausgeprägte 
Beeinflussung des Rezeptors zeigte (EC50 = 16,4 µM ± 4,0 µM der K201C-Mutante, im Vgl. zu 
EC50 = 5,2 µM ± 0,5 µM des hP2X3-WT) (Kowalski et al., 2014). Die beeinträchtigte Funktion 
der K224C-Mutante des hP2X2-Rezeptors kann durch beeinflusste elektrostatische Interaktionen 
innerhalb des Moleküls oder veränderte strukturelle Gegebenheiten durch Austausch der 
Aminosäure angenommen werden. Erschwerend kam hinzu, dass diese Einzelmutante einen 
signifikanten Effekt nach DTT-Applikation im Vergleich zum Kontrollstrom aufwies (2,5-fach). 
Im Gegensatz dazu war keine Veränderung der Einwärtsströme des hP2X2-Rezeptor-WT nach 
Zugabe von DTT zu verzeichnen. Ein derartiges Verhalten war auch bei der analogen K201C-
Mutante im hP2X3-Rezeptor nicht feststellbar (Kowalski et al., 2014). In Untersuchungen am 
rP2X1- und rP2X2-Rezeptor zur Identifizierung von an der Agonisten-Bindung beteiligter 
Aminosäuren, reagierten einzelne Cystein-Einzelmutanten auf die Zugabe von DTT ebenfalls 
mit einer Potenzierung der Einwärtsströme. Allerdings konnte auch hier keine plausible 
Erklärung für diese Eigenschaft gefunden werden, wobei es nicht als Reduzierung einer 





Bildung einer Disulfidbrücke zwischen der K224C-Einzelmutante und einem benachbarten 
nativen Cystein der extrazellulären Domäne, was die eingeschränkte Rezeptorfunktion und 
partielle Wiederherstellung derselben nach DTT-Applikation erklären könnte. Laut des 
Homologiemodells des hP2X2-Rezeptors erscheint dies allerdings unwahrscheinlich. 
Die Einzelmutante S296C zeigte bei den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen kaum 
Stromantworten auf steigende ATP-Konzentrationen. Zwar ist das Serin an Position 296 nicht 
direkt an der ATP-Bindung beteiligt (Hattori and Gouaux, 2012), dennoch scheint die 
Substitution zu einem Cystein massive Auswirkungen auf die Agonisten-Bindung und –Affinität 
zu haben. Dies erscheint erstaunlich, da sich die Aminosäuren Serin und Cystein lediglich in der 
OH- und SH-Gruppe unterscheiden. Zudem wies S296C einen signifikanten DTT-Effekt im 
Vergleich zum initialen Kontrollstrom auf (etwa 3,8-fach), welcher noch ausgeprägter als bei der 
K224C-Mutante ausfiel. Als mögliche Erklärung könnte auch hier die Bildung einer 
Disulfidbrücke mit einem nahegelegenen konservierten Cystein der Rückenflosse (C226 oder 
C236) in Betracht gezogen werden. Dadurch könnte der Zugang für den Agonisten zur 
Bindungstasche behindert sein, was die stark eingeschränkte Funktion der Mutante und partielle 
Wiederherstellung der Rezeptorfunktion durch DTT-Zugabe erklären würde. Substitution des 
analogen Serin im rP2X3-Rezeptor (S275) mit einem Cystein zeigte zwar eine veränderte 
Kinetik mit langsamerer Desensitisierung und eine stark eingeschränkte Wirkung des Agonisten 
α,β-meATP, allerdings war die Funktion des Rezeptors allgemein nicht derart reduziert, wie im 
vorliegenden Fall der S296C-Mutante des hP2X2-Rezeptors (Petrenko et al., 2011). In 
Anbetracht dessen und unter Berücksichtigung, dass S296C und K224C ko-transfiziert eine 
Disulfidbrücke ausbilden sollten, wurde auf Experimente mit diesen beiden Mutanten verzichtet, 
da in diesem Fall eine eindeutige Auswertung nicht möglich erschien. Ähnliches galt für die 
A295C-Mutante, welche direkt neben S296 gelegen ist. Auffällig war hier, dass A295C keine 
derartige Funktionseinschränkung am hP2X2-Rezeptor bewirkte wie es bei der S296C-Mutante 
der Fall war. Allerdings reagierte auch die A295C-Mutante auf DTT mit einer Vergrößerung der 
Einwärtsströme (etwa 1,9-fach), woraufhin keine weiteren Untersuchungen mit dieser Mutante 
durchgeführt wurden. 
Alle weiteren Einzelmutanten der Kopfdomäne (R130C, V131C, H132C), welche mögliche 
Entsprechungen der E112C- und K113C-Mutante im hP2X3-Rezeptor darstellen (Kowalski et 
al., 2014), sowie der Rückenflosse (G221C; entspricht der R198C-Mutante des hP2X3-
Rezeptors) beeinflussten die Rezeptorfunktion nicht gravierend und zeigten nach DTT-





Applikation in der Auswasch-Phase einen signifikanten Rückgang der Rezeptorantwort auf. Dies 
kann als Fehlfaltung des Rezeptors nach Zugabe von DTT und anschließender falscher 
Oxidation der Disulfidbrücken interpretiert werden. Durch die DTT-Applikation erscheint es 
möglich, dass die natürlich im hP2X2-Rezeptor vorkommenden Disulfidbrücken reduziert 
werden, was alleine keine Auswirkungen auf die Rezeptorfunktion hat. Durch Auswasch des 
DTT und folgender Oxidation von Disulfidbrücken könnte sich die G221C-Mutante mit einem 
natürlich vorkommenden Cystein der Kopfdomäne (C125, C136, C142, C159, C170 oder C176) 
oder einem nahegelegenen Cystein der Rückenflosse (C226, C236) verbinden, was schließlich zu 
einer eingeschränkten Rezeptorfunktion führt. 
4.3 Expression der Cystein-Doppelmutanten führt zum Funktionsverlust 
Die Kristallstruktur des Zebrafisch (zf)P2X4-Rezeptors mit gebundenem Agonisten gibt eine 
Konformationsänderung des Rezeptors mit Annäherung der Rückenflosse einer Untereinheit an 
die Kopfdomäne der danebengelegenen Untereinheit und damit Iris-ähnlichen Öffnung der 
Kanal-Pore für einen Ionenfluss vor (Hattori and Gouaux, 2012). Daneben wurde mithilfe von 
voltage-clamp Fluorometrie-Untersuchungen beschrieben, dass die Cystein-reiche Kopfdomäne 
des rP2X1-Rezeptors während der Kanalaktivierung und Desensitisierung Bewegungen ausführt, 
deren Richtung allerdings in dem experimentellen Ansatz nicht festgestellt werden konnte 
(Lörinczi et al., 2012). In Untersuchungen am rP2X2-Rezeptor konnte demonstriert werden, dass 
die Annäherung von Kopfdomäne (im speziellen H120) und Rückenflosse (H213, 
Nummerierungen laut rP2X2-Rezeptor) über Zink-Ionen das Öffnen des Ionenkanals begünstigt 
und durch Einfügen einer Mutation (T339S) sogar ein spontanes Öffnen durch Zink in 
Abwesenheit eines Agonisten möglich wird. Dadurch konnte gezeigt werden, dass das Binden 
eines Agonisten nicht in jedem Fall eine Grundvoraussetzung für das Öffnen des Ionenkanals 
darstellt (Jiang et al., 2012). Molecular dynamics Simulationen am hP2X3-Rezeptor ließen 
ebenfalls eine hohe Flexibilität der Kopfdomäne oberhalb der ATP-Bindungsstelle erkennen, 
wodurch sogar in Abwesenheit eines Agonisten ein Kontakt zur danebengelegenen Rückenflosse 
ermöglicht wird. Dass eine solche Bewegung tatsächlich möglich ist, konnte mithilfe artifiziell 
eingebauter Disulfidbrücken zwischen benachbarten Untereinheiten gezeigt werden. Der hP2X3-
Rezeptor reagierte darauf mit einem Funktionsverlust. Es konnte allerdings deutlich gemacht 
werden, dass der Funktionsverlust nicht unbedingt durch eine Blockade der Agonisten-Bindung 
bedingt wurde, sondern vielmehr durch eine Störung der Kanalöffnung durch eine 
eingeschränkte Flexibilität. Aufgrund der schnellen Desensitisierung konnte in diesen 





dass der Rezeptor durch Verbindung zweier Untereinheiten über Disulfidbrücken spontan öffnet 
und anschließend in einen refraktären Zustand übergeht (Kowalski et al., 2014).  
Bei Expression der entsprechenden Cystein-Doppelmutanten des langsam desensitisierenden 
hP2X2-Rezeptors konnte allerdings ebenso keine spontane Öffnung des Ionenkanals in 
Abwesenheit eines Agonisten festgestellt werden. Vielmehr zeigte sich auch hier ein 
Funktionsverlust des Rezeptors. Die Applikation von 300 µM ATP, was sowohl den hP2X2-
Rezeptor-WT als auch die Einzelmutanten V131C und K224C zu aktivieren vermochte, ergab 
für die V131C/K224C-Doppelmutante einen kaum registrierbaren Einwärtsstrom. Nach DTT-
Zugabe konnte die Rezeptorfunktion nur partiell wiederhergestellt werden. Unter 
Berücksichtigung, dass Konzentrationen bis 10 mM DTT die mögliche Disulfidbrücke nicht 
aufheben konnten und sich lediglich ein DTT-Effekt in etwa auf dem Niveau der K224C-
Einzelmutante einstellte (2,8-fach), konnte nicht abschließend geklärt werden, ob der DTT-
Effekt allein durch frei stehende K224C-Mutanten in nicht verlinkten Rezeptoren zustande 
kommt. Hierin ist ein weiterer Subtyp-spezifischer Unterschied zwischen dem P2X2- und dem 
P2X3-Rezeptor zu sehen, denn für die entsprechende Doppelmutante im hP2X3-Rezeptor 
(K113C/K201C) konnte eine Verlinkung der benachbarten Untereinheiten bewiesen werden. Der 
durch die Fixierung in dieser Position resultierende Funktionsverlust war durch die Applikation 
von DTT und damit Reduzierung der Disulfidbrücke reversibel (Kowalski et al., 2014). Auch im 
rP2X2-Rezeptor ist eine solche Verknüpfung von Untereinheiten möglich. Durch Substitution 
von H120 und H213 (Nummerierung gemäß der Aminosäuresequenz im rP2X2-Rezeptor), 
welche entsprechend im hP2X2-Rezeptor jeweils nur eine AS neben V131 und K224 gelegen 
sind, durch Cysteine, gelang die Bildung einer Disulfidbrücke und somit Verlinkung 
benachbarter Untereinheiten. Dies resultierte ebenso im Funktionsverlust und zusätzlich 
eingeschränkter Zink-Sensitivität des Rezeptors (Nagaya et al., 2005). Daher ist zwar davon 
auszugehen, dass eine Disulfidbrücke im Falle der hP2X2-V131C/K224C-Mutante zwischen 
Kopfdomäne und Rückenflosse, mit anschließendem Funktionsverlust, ausgebildet wurde. Durch 
das Fehlen eines deutlichen DTT-Effektes konnte diese Annahme allerdings nicht verifiziert 
werden. 
Ähnlich verhält es sich bei den Doppelmutanten mit mutiertem G221, wobei hier kein 
signifikanter DTT-Effekt zu eruieren war. Möglich ist, dass keine Verbindung der Cysteine zu 
einer Disulfidbrücke erfolgte. Ursachen sind in einer zu großen Entfernung der C-Atome 
zueinander zu sehen. Scheinbar erreichen die hier mutierten Aminosäuren keine Annäherung der 
Cβ-Atome auf <4,6 Å oder der Cα-Atome auf durchschnittlich <5,6 Å. Entfernungen, welche 





1992; Thornton, 1981). Bei erfolgter Verlinkung erscheint es möglich, dass durch die dabei 
einhergehenden Konformationsänderungen Moleküle wie DTT zu groß sind und nicht zu ihrem 
Wirkungsort gelangen können. Anhand des Homologiemodells scheint dies aber eher 
unwahrscheinlich. 
Es konnte folglich mithilfe der Methode der whole-cell patch-clamp Technik nicht abschließend 
geklärt werden, wodurch der Funktionsverlust der P2X2-Doppelmutanten zustande kommt. Eine 
Möglichkeit wäre, dass die Expression zweier artifiziell eingefügter Cysteine die 
Rezeptorfunktion derart stört, dass der P2X2-Rezeptor keine Einwärtsströme mehr auf 
Agonisten-Applikation hin zeigt. Dies erscheint insbesondere bei den Doppelmutanten mit 
G221C unwahrscheinlich, da die Einzelmutanten der Kopfdomäne sowie die G221C-Mutante 
jeweils einzeln die Rezeptorfunktion nicht wesentlich verschlechterten. Die zweite Möglichkeit 
wäre, dass tatsächlich eine Quervernetzung der Cysteine über Disulfidbrücken, analog zum 
hP2X3-Rezeptor, stattfindet. Diese wird allerdings irreversibel ausgebildet und kann somit nicht 
durch DTT-Zugabe reduziert werden. Gegen diese Annahme spricht das Homologiemodell, 
welches keinerlei Hinweise auf eine eingeschränkte Zugänglichkeit für DTT in diesem Bereich 
liefert. 
4.4 Zwei funktionelle Bindungsstellen reichen zur Kanalaktivierung aus 
Die Untersuchungen am heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor, in welchen die hP2X3-
K113C/K201C-Doppelmutante mit dem hP2X2-Rezeptor-WT ko-transfiziert wurde, ergaben 
einen funktionsfähigen Rezeptor. Unter der Annahme, dass der heterotrimere P2X2/3-Rezeptor 
aus einer P2X2- und zwei P2X3-Untereinheiten aufgebaut ist (Hausmann et al., 2012; Jiang et 
al., 2003; Wilkinson et al., 2006), standen bei dieser Versuchsreihe lediglich zwei funktionelle 
Bindungstaschen zur Rezeptoraktivierung zur Verfügung. Durch Immobilisierung der 
nebeneinanderliegenden P2X3-Rezeptor-Untereinheiten über die eingefügte Disulfidbrücke war 
diese Bindungstasche zur Öffnung des Ionenkanals insuffizient. Die Funktionsfähigkeit der 
beiden Bindungsstellen, welche zwischen den P2X2- und P2X3-Untereinheiten gelegen sind, 
reicht zur Aktivierung und Kanalöffnung des heterotrimeren Rezeptors aus. Dies stellt einen 
eleganten neuen Ansatz zur Verifizierung der Annahme, dass zwei funktionsfähige 
Bindungsstellen für eine Rezeptoraktivierung ausreichen, dar. Andere Ansätze wurden mithilfe 
einer Mutagenese von an der Bindungstasche beteiligter Aminosäuren durchgeführt. So konnten 
Wilkinson et al. (2006) zeigen, dass die Mutation einer für die Agonisten-Bindung relevante 
Aminosäure im rP2X2-Rezeptor bei Koexpression mit dem rP2X3-Rezeptor-WT funktionelle, 





Ko-Transfektion einer mutierten rP2X3-Untereinheit mit dem rP2X2-Rezeptor-WT, konnte dies 
nicht beobachtet werden, wodurch geschlussfolgert wurde, dass der heterotrimere P2X2/3-
Rezeptor aus einer P2X2- und zwei P2X3-Untereinheiten zusammengesetzt wird. Zudem wurde 
angenommen, dass zwei nicht mutierte, funktionelle Bindungsstellen im heterotrimeren P2X2/3-
Rezeptor zur Kanalaktivierung ausreichen. In Analogie dazu bestätigte die Mutagenese-Studie 
von Hausmann et al. (2012), eine Zusammenlagerung der Untereinheiten im heterotrimeren 
hP2X2/3-Rezeptor im Verhältnis (P2X2)1/(P2X3)2 mit bereits funktionsfähigem Ionenkanal bei 
zwei besetzten Bindungsstellen. 
Interessanterweise fehlte bei der hier durchgeführten Versuchsreihe eine schnell 
desensitisierende Komponente, wie sie von Hausmann et al. (2012) bei der Applikation von 
α,β-meATP am heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor, bei einem Transfektionsverhältnis von (P2X2) 
1:2 (P2X3), postuliert wurde. Erst ab einem Transfektionsverhältnis von (P2X2) 1:4 (P2X3) 
zeigte sich unter DTT-Applikation eine zusätzliche, schnell desensitisierende Komponente, was 
darauf hindeutet, dass sich die Untereinheiten bei Verhältnissen unter 1:4 vollständig zu 
heterotrimeren Rezeptoren zusammenlagern und folglich keine Stromantworten homotrimerer, 
schnell desensitisierender hP2X3-Rezeptoren sichtbar werden. 
In Zusammenschau der gewonnen Ergebnisse und in Übereinstimmung mit den angeführten 
Mutagenese-Studien konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass zwei funktionsfähige 
Bindungstaschen im heterotrimeren hP2X2/3-Rezeptor zur Kanalaktivierung suffizient sind 
(Hausmann et al., 2012; Wilkinson et al., 2006). 
4.5 Assemblierung der P2X2- und P2X3-Untereinheiten 
Die Ko-Transfektion der hP2X2-Cystein-Einzelmutanten mit der hP2X3-Doppelmutante erfolgte 
im Verhältnis 1:2. Bei der Bestimmung der Anstiegszeiten zeigten alle Kombinationen, 
abgesehen von P2X2-K224C+P2X3-K113C/K201C mit einer höheren Anstiegszeit, ähnliche 
Werte zu P2X2-WT+P2X3-K113C/K201C ohne schnell desensitisierender Komponente unter 
DTT-Applikation. Eine überwiegende Zusammenlagerung zu heterotrimeren Rezeptoren kann 
also auch hier bei einem Transfektionsverhältnis von (P2X2) 1:2 (P2X3) angenommen werden. 
Bei den weiterführenden Experimenten zeigten lediglich die H132C- und G221C-hP2X2-
Einzelmutanten in Kombination mit der hP2X3-Doppelmutante nach DTT-Applikation einen 
signifikanten Unterschied, welcher bis ein 1,5-faches des Ausgangsstroms erreichte. Dies wurde 
als zu gering eingeschätzt, um als Reduzierung einer Disulfidbrücke interpretiert zu werden. 
Möglicherweise ändert sich durch die eingebrachten Cysteine und Disulfidbrücken die 





Erklärung wäre, dass die Distanz bzw. Orientierung zwischen benachbarten Untereinheiten 
zwischen den verschiedenen P2X-Subtypen unterschiedlich ist. So ist die Entfernung der 
substituierten Cysteine in diesem Ansatz, welche zur Bildung von Disulfidbrücken maximal 
überwunden werden kann, zu groß (Careaga and Falke, 1992; Thornton, 1981). Dass eine 
Quervernetzung verschiedener Untereinheiten in einem heterotrimeren Rezeptor möglich ist, 
konnten Marquez-Klaka et al. (2009) demonstrieren. Auch bei diesem Ansatz wurden 
Aminosäuren durch Cysteine substituiert. Allerdings waren die ausgetauschten Aminosäuren, im 
Gegensatz zu dem vorliegenden Ansatz, vermutlich an der Agonisten-Bindung beteiligt. Eine 
Quervernetzung über Disulfidbrücken gelang im Falle des rP2X1/2-Rezeptors (rP2X1-K68C-
Rezeptor-Mutante verbunden mit rP2X2-F289C-Rezeptor-Mutante), was durch eine Dimer-
Bildung verifiziert werden konnte. Eine Verlinkung der Untereinheiten in einem heterotrimeren 
P2X2/3-Rezeptor gelang jedoch auch in diesem Ansatz nicht (Marquez-Klaka et al., 2009). 
Bei Koexpression von hP2X2-Rezeptor-Doppelmutanten und der hP2X3-Rezeptor-
Doppelmutante, würde bei erfolgreicher Verlinkung der verschiedenen Untereinheiten ein 
funktionsloser Rezeptor resultieren, da alle Untereinheiten untereinander Disulfidbrücken 
ausbilden würden und auf diese Weise immobilisiert wären. Eine Kanalöffnung würde somit 
verhindert werden. Durch DTT-Applikation und Reduzierung von Disulfidbrücken, könnte die 
Rezeptor-Funktion wieder hergestellt werden. In den durchgeführten Experimenten konnte dies 
allerdings nicht beobachtet werden. Die Rezeptorfunktion war zwar deutlich eingeschränkt, es 
konnte jedoch kein eindeutiger Hinweis auf die Reduzierung von Disulfidbrücken mittels der 
whole-cell patch-clamp-Technik registriert werden. Auffällig war, dass in einigen 
Kombinationen nach DTT-Zugabe eine schnell desensitisierende Komponente zu verzeichnen 
war. Da dies in den vorausgegangenen Versuchsreihen nicht der Fall war, konnte 
geschlussfolgert werden, dass die Expressionsrate der hP2X2-Doppelmutanten im Vergleich 
zum hP2X2-Rezeptor-WT und den Einzelmutanten geringer ausfiel. Somit wurden die 
Rezeptoren bei einem Transfektionsverhältnis von (P2X2) 1:2 (P2X3) nicht vollständig zu 
heterotrimeren Rezeptoren zusammengelagert. Hier stellte sich ein größerer Anteil homotrimerer 
hP2X3-Rezeptoren dar, welche durch DTT-Applikation und daraus resultierender Reduzierung 
der Disulfidbrücken sichtbar wurden. Die ermittelten Anstiegszeiten näherten sich dabei denen 
des hP2X3-Rezeptor-WT an (Bodnar et al., 2011). 
4.6 Möglichkeiten und Grenzen der gewählten Methode 
Die für diese Arbeit gewählte Technik der Ganzzellableitung (whole-cell patch-clamp) ist eine 





bereits kleine kinetische Veränderungen registriert werden. So können Auswirkungen von durch 
Mutagenese eingebrachter Aminosäuren einfach untersucht werden. Einziger Nachteil ist, dass 
eine Vielzahl an Rezeptoren, welche sich in der Zellmembran befinden, erfasst wird. Zur 
Charakterisierung einzelner Ionenkanäle würde sich die Einzelkanalmessung anbieten, mit der es 
bereits gelang, den P2X2-Rezeptor genauer zu charakterisieren (Shinghua Ding and Sachs, 
1999). 
Viele Mutagenese-Studien, u.a. zur Detektion der Agonisten-Bindungstasche, wurden bereits 
mithilfe der Ganzzellableitung durchgeführt. Auf diese Weise lässt sich der Einfluss der 
substituierten Aminosäuren auf die Rezeptorfunktion leicht untersuchen. Durch Veröffentlichung 
der Kristallstrukturen des zfP2X4-Rezeptors im geschlossenen sowie offenen Zustand lassen 
sich diese Modelle auf andere P2X-Rezeptoren übertragen, wodurch das Planen und 
Interpretieren der Mutagenese-Studien erleichtert wird (Hattori and Gouaux, 2012; Kawate et al., 
2009).  
Für die hier durchgeführten Experimente, mit Einbringen von Cysteinen zur Ausbildung von 
Disulfidbrücken zwischen benachbarten Untereinheiten, konnte mithilfe der Ganzzellableitung 
die Auswirkung auf die Rezeptorfunktion untersucht werden. So lassen sich ein dauerhaft 
offener Ionenkanal oder ein Funktionsverlust des Rezeptors ablesen. Eine erfolgreiche 
Verlinkung über Disulfidbrücken kann durch Reduzierung mittels DTT gezeigt werden. Grenzen 
sind dann gesetzt, sollte dies, wie in den vorliegenden Experimenten, nicht gelingen. Eine 
Disulfidbrücken-Bildung und somit Vernetzung der drei Untereinheiten kann dann mithilfe einer 
SDS-PAGE gezeigt werden. Durch die Auftrennung der Proteine nach Molekülmasse im 
elektrischen Feld kann, sobald sich Trimere ablagern, von einer Quervernetzung der 
Untereinheiten ausgegangen werden (Kowalski et al., 2014; Marquez-Klaka et al., 2009, 2007). 
Die Anzahl der gemessenen Zellen einzelner Versuchsreihen ist ebenso kritisch zu sehen, da es 
sich um kleine Probenumfänge handelt, die allerdings durch die aufwendige Methode, die die 
whole-cell patch-clamp-Technik darstellt, bedingt ist. 
4.7 Ausblick 
Mit der Klonierung der P2X-Rezeptor-Untereinheiten wurde der Rezeptor für 
elektrophysiologische Untersuchungen zugänglich gemacht. Ein weiterer Meilenstein wurde mit 
der Kristallisation des zfP2X4-Rezeptors gelegt, wodurch Einblicke in die räumliche 
Proteinstruktur gewährt wurden (Hattori and Gouaux, 2012; Kawate et al., 2009). Allerdings 
kamen lediglich der extrazelluläre sowie transmembranäre Bereich des Rezeptors zur 





lässt. Eine einfache Übertragung auf humane P2X-Rezeptoren ist ebenso nicht bedenkenlos 
möglich. So bleibt es weiterhin unerlässlich, strukturelle Vorgänge dieser Rezeptoren durch 
verschiedene Methoden und an den unterschiedlichen Untereinheiten direkt experimentell zu 
untersuchen. Betrachtet man die gewonnenen Ergebnisse, zeigt diese Studie erneut, dass neu an 
P2X-Rezeptoren gewonnene Erkenntnisse, wie hier durch Mutagenese, nicht ohne Weiteres 
verallgemeinert und auf andere Rezeptor-Untereinheiten übertragen werden können. 
Trotz vorliegender Homologiemodelle und Substitution analoger Aminosäuren, zeigten der 
hP2X3- und hP2X2-Rezeptor ein grundsätzlich unterschiedliches Verhalten. Eine weitere 
Versuchsreihe könnte die tatsächliche Verlinkung der hP2X2-Rezeptor-Untereinheiten in den 
generierten P2X2-Cystein-Doppelmutanten mittels Gelelektrophorese eruieren. Bei insuffizienter 
Dimer- oder Trimer-Ausbildung könnten sog. Crosslinker wie 1,2-Ethanediyl 
Bismethanethiosulfonat (MTS-2-MTS) oder 1,3-Propanediyl Bismethanethiosulfonat (MTS-3-
MTS) zum Einsatz kommen, welche Schwefelatome über Distanzen von 5,2 Å und 6,5 Å 
überbrücken können und somit eine Quervernetzung erleichtern (Loo and Clarke, 2001). Über 
diesen Ansatz könnten auch die Gegebenheiten nachempfunden werden, welche Jiang et al. 
(2012) durch Zink-Ionen zeigen konnte. Durch Annäherung von Kopfdomäne und Rückenflosse 
zweier benachbarter Untereinheiten auf eine definierte Entfernung mittels Crosslinker könnte so 
ein spontanes Öffnen des Ionenkanals möglich werden. 
Entsprechendes gilt für die Untersuchung der Stöchiometrie der verschiedenen Untereinheiten 
im heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor. Hier könnte überprüft werden, ob über Crosslinker, wie 
bereits erläutert, dennoch eine Verlinkung der Untereinheiten gelingt und so Aussagen über die 
räumliche Ausrichtung und die Distanz der Untereinheiten im heterotrimeren Rezeptor 
zueinander getroffen werden können. 
Dass das Histidin in Position 132 im hP2X2-Rezeptor eine andere Funktion als das 
entsprechende Histidin im rP2X2-Rezeptor einnimmt, ist offensichtlich. Zur vollständigen 
Aufdeckung der Bedeutung des Histidins in Position 132 des hP2X2-Rezeptors könnten die 
Voruntersuchungen fortgesetzt und durch Mutagenese zu anderen Aminosäuren erweitert 
werden, um weitere Erkenntnisse zur Kinetik des hP2X2-Rezeptors zu gewinnen. 
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P2X-Rezeptoren sind ubiquitär im menschlichen Körper vertreten. So ist es nicht verwunderlich, 
dass in den letzten Jahren große Anstrengungen unternommen wurden, die Struktur sowie die 
Funktionsweise dieser Ionenkanäle aufzudecken. Besonders P2X3- und P2X2/3-Rezeptoren 
treten aufgrund ihrer Beteiligung an der Entstehung von Schmerzen in den Mittelpunkt des 
Interesses, da in ihnen ein möglicher Ansatzpunkt für neuartige Schmerztherapeutika gesehen 
wird (Wirkner et al., 2007). Mit Aufklärung der Kristallstruktur des Zebrafisch-P2X4-Proteins 
im geschlossenen sowie Agonisten-gebundenen Zustand gelang ein Durchbruch im Hinblick auf 
die Verifizierung der Agonisten-Bindungstasche sowie der Durchführung von Mutagenese-
Studien, die besser geplant und umgesetzt werden können (Hattori and Gouaux, 2012; Kawate et 
al., 2009). Bezüglich der Vorgänge, welche die Öffnung des Rezeptorkanals und dadurch den 
Ionenfluss herbeiführen, wird allerdings weiterhin viel spekuliert. Zumal die verschiedenen 
P2X-Rezeptor-Subtypen große Unterschiede im Vorkommen, der Kinetik sowie im 
pharmakologischen Profil aufweisen (Jarvis and Khakh, 2009). Es wird angenommen, dass sich 
benachbarte Untereinheiten, genauer die Rückenflosse und Kopfdomäne (Benennung durch den 





Agonisten einander annähern und diese Konformationsänderung schließlich die Aktivierung des 
Rezeptorkanals bedingt (Hattori and Gouaux, 2012). 
Basierend auf Untersuchungen am hP2X3-Rezeptor wurden in der vorliegenden Arbeit 
dynamische Eigenschaften des hP2X2-Rezeptors sowie die Interaktion der verschiedenen 
Untereinheiten im heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor untersucht. Im Vorfeld konnte durch 
molecular dynamics Simulationen am hP2X3-Rezeptor gezeigt werden, dass es zwischen 
Aminosäuren der Kopfdomäne und Rückenflosse benachbarter Untereinheiten, welche nicht 
direkt an der Agonisten-Bindung beteiligt sind, zu einer Annäherung kommt. Dies lässt eine 
Bildung von Wasserstoff- oder Salzbrücken vermuten. Mithilfe der Substitution dieser 
Aminosäuren durch Cysteine und einer damit einhergehenden Disulfidbrücken-Bildung 
zwischen den Untereinheiten konnte diese Annahme verifiziert werden. Der Rezeptor reagierte 
mit einem Funktionsverlust, welcher in einigen Fällen nicht auf eine veränderte Agonisten-
Bindung, sondern auf die eingeschränkte Flexibilität der Untereinheiten und der daraus 
resultierenden Störung der Kanalöffnung im hP2X3-Rezeptor zurückzuführen war. Durch den 
Einsatz des Reagens Dithiothreitol (DTT), welches Disulfidbrücken reduziert, ließ sich die 
Rezeptorfunktion wiederherstellen (Kowalski et al., 2014). Aufgrund des schnellen 
Desensitisierungsverhaltens des hP2X3-Rezeptors konnte allerdings nicht geklärt werden, ob 
durch die Fixierung des Rezeptors in dieser Konformation ein spontan öffnender Ionenkanal 
generiert werden kann. 
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob im langsam desensitisierenden hP2X2-Rezeptor 
die Blockade der Mobilität von Untereinheiten ebenfalls zum Verlust der Funktionsfähigkeit 
führt. Zu diesem Zweck wurden native Aminosäuren anhand eines Homologiemodells des 
hP2X2-Rezeptors und des Aminosäureabgleichs zwischen den hP2X2- und hP2X3-Rezeptoren 
an ausgewählten Positionen, welche nicht direkt an der Agonisten-Bindung beteiligt sind, 
mithilfe von Mutagenese durch Cysteine substituiert. Die Rezeptorfunktion der hP2X2-Cystein-
Einzel- sowie -Doppelmutanten und der heterotrimeren Rezeptoren wurde anhand des 
Ionenflusses unter Anwendung der Methode der Ganzzellableitung (whole-cell patch-clamp) 
eruiert. Als Agonisten kamen ATP selbst am hP2X2-Rezeptor und sein Strukturanalogon 
α,β-meATP am heterotrimeren P2X2/3-Rezeptor zum Einsatz. 
Die Mutation des Histidins in Position 132 der Aminosäuresequenz zu einem Cystein zeigte 
unter DTT-Applikation ein beschleunigtes Desensitisierungsverhalten. Zudem wurde das 
künstliche Einbringen einer negativen Ladung an dieser Stelle nicht toleriert, was sich in 
reduzierten Rezeptorströmen äußerte. Somit nimmt diese Aminosäure eine wichtige Rolle für die 





Die Expression der verschiedenen generierten Cystein-Doppelmutanten führte am hP2X2-
Rezeptor analog zum hP2X3-Rezeptor zu einem Verlust der Rezeptorfunktion, welcher jedoch 
trotz der Applikation von DTT nicht vollständig reversibel war. Die entsprechende 
Einzelmutante wies ebenfalls eine DTT-reversible Abnahme der Funktion auf. Aufgrund dessen 
gelang abschließend keine eindeutige Beurteilung, ob eine solche Annäherung der 
Untereinheiten auch im hP2X2-Rezeptor erfolgt, die eine Disulfidbrücken-Bildung möglich 
macht. Ein spontan öffnender Ionenkanal wurde nicht beobachtet. 
Um die Interaktion der verschiedenen Untereinheiten im heterotrimeren hP2X2/3-Rezeptor näher 
zu untersuchen, wurden der hP2X2-Rezeptor-Wildtyp sowie die neu generierten hP2X2-
Cysteinmutanten mit der hP2X3-K113C/K201C-Mutante, für welche eine erfolgreiche 
Verlinkung der Untereinheiten bewiesen werden konnte (Kowalski et al., 2014), ko-transfiziert. 
Die heterotrimeren Rezeptoren zeigten dabei nur leicht eingeschränkte Funktionen mit nur 
gering ausgeprägtem DTT-Effekt, was darauf schließen ließ, dass keine Verknüpfung der 
unterschiedlichen Untereinheiten gelang. Bei den Koexpressions-Experimenten der 
hP2X3-K113C/K201C-Mutante und des hP2X2-Rezeptor-Wildtyps wurde jedoch aufgrund der 
erhaltenen Rezeptorfunktion deutlich, dass zwei der drei Bindungstaschen zur Kanalaktivierung 
suffizient sind. 
Diese Arbeit zeigt, dass die P2X-Rezeptor-Subtypen verschiedene Eigenschaften aufweisen, 
welche nicht ohne Weiteres verallgemeinert und auf alle P2X-Rezeptoren angewandt werden 
können. Es ist davon auszugehen, dass sich die Quartärstruktur des hP2X2-Rezeptors von der 
des hP2X3-Rezeptors unterscheidet und erhobene Befunde nur eingeschränkt auf andere 








Abbracchio, M.P., Burnstock, G., 1994. Purinoceptors: are there families of P2X and P2Y 
purinoceptors? Pharmacol. Ther. 64, 445–475. 
Abdulqawi, R., Dockry, R., Holt, K., Layton, G., McCarthy, B.G., Ford, A.P., Smith, J.A., 2014. 
P2X3 receptor antagonist (AF-219) in refractory chronic cough: a randomised, double-
blind, placebo-controlled phase 2 study. Lancet. doi:10.1016/S0140-6736(14)61255-1 
Alexander, K., Niforatos, W., Bianchi, B., Burgard, E.C., Lynch, K.J., Kowaluk, E.A., Jarvis, 
M.F., Biesen, T. van, 1999. Allosteric Modulation and Accelerated Resensitization of 
Human P2X3 Receptors by Cibacron Blue. J. Pharmacol. Exp. Ther. 291, 1135–1142. 
Allsopp, R.C., Evans, R.J., 2011. The Intracellular Amino Terminus Plays a Dominant Role in 
Desensitization of ATP-gated P2X Receptor Ion Channels. J. Biol. Chem. 286, 44691–
44701.  
Antonio, L.S., Stewart, A.P., Varanda, W.A., Edwardson, J.M., 2014. Identification of 
P2X2/P2X4/P2X6 heterotrimeric receptors using atomic force microscopy (AFM) 
imaging. FEBS Lett. 588, 2125–2128.  
Asatryan, L., Popova, M., Woodward, J.J., King, B.F., Alkana, R.L., Davies, D.L., 2008. Roles 
of Ectodomain and Transmembrane Regions in Ethanol and Agonist Action in Purinergic 
P2X2 and P2X3 Receptors. Neuropharmacology 55, 835–843.  
Aschrafi, A., Sadtler, S., Niculescu, C., Rettinger, J., Schmalzing, G., 2004. Trimeric 
architecture of homomeric P2X2 and heteromeric P2X1+2 receptor subtypes. J. Mol. 
Biol. 342, 333–343.  
Baqi, Y., Hausmann, R., Rosefort, C., Rettinger, J., Schmalzing, G., Müller, C.E., 2011. 
Discovery of Potent Competitive Antagonists and Positive Modulators of the P2X2 
Receptor. J. Med. Chem. 54, 817–830.  
Basoglu, O.K., Pelleg, A., Essilfie-Quaye, S., Brindicci, C., Barnes, P.J., Kharitonov, S.A., 2005. 
Effects of aerosolized adenosine 5’-triphosphate vs adenosine 5’-monophosphate on 
dyspnea and airway caliber in healthy nonsmokers and patients with asthma. Chest 128, 
1905–1909. 
Bean, B.P., 1990. ATP-activated channels in rat and bullfrog sensory neurons: concentration 
dependence and kinetics. J. Neurosci. 10, 1-10. 
Bhargava, Y., Rettinger, J., Mourot, A., 2012. Allosteric nature of P2X receptor activation 
probed by photoaffinity labelling. Br. J. Pharmacol. 167, 1301–1310. 
Bianchi, B.R., Lynch, K.J., Touma, E., Niforatos, W., Burgard, E.C., Alexander, K.M., Park, 
H.S., Yu, H., Metzger, R., Kowaluk, E., Jarvis, M.F., van Biesen, T., 1999. 
Pharmacological characterization of recombinant human and rat P2X receptor subtypes. 
Eur. J. Pharmacol. 376, 127–138. 
Bian, X., Ren, J., DeVries, M., Schnegelsberg, B., Cockayne, D.A., Ford, A.P.D.W., Galligan, 
J.J., 2003. Peristalsis is impaired in the small intestine of mice lacking the P2X3 subunit. 
J. Physiol. 551, 309–322. 
Bodnar, M., Wang, H., Riedel, T., Hintze, S., Kato, E., Fallah, G., Gröger-Arndt, H., Giniatullin, 
R., Grohmann, M., Hausmann, R., Schmalzing, G., Illes, P., Rubini, P., 2011. Amino acid 
residues constituting the agonist binding site of the human P2X3 receptor. J. Biol. Chem. 
286, 2739–2749. 
Boué-Grabot, É., Barajas-López, C., Chakfe, Y., Blais, D., Bélanger, D., Émerit, M.B., Séguéla, 
P., 2003. Intracellular Cross Talk and Physical Interaction between Two Classes of 
Neurotransmitter-Gated Channels. J. Neurosci. 23, 1246–1253. 
Boué-Grabot, É., Émerit, M.B., Toulmé, E., Séguéla, P., Garret, M., 2004a. Cross-talk and Co-






Boué-Grabot, É., Toulmé, E., Émerit, M.B., Garret, M., 2004b. Subunit-specific Coupling 
between γ-Aminobutyric Acid Type A and P2X2 Receptor Channels. J. Biol. Chem. 279, 
52517–52525. 
Bo, X., Alavi, A., Xiang, Z., Oglesby, I., Ford, A., Burnstock, G., 1999. Localization of ATP-
gated P2X2 and P2X3 receptor immunoreactive nerves in rat taste buds. Neuroreport 10, 
1107–1111. 
Bradbury, E.J., Burnstock, G., McMahon, S.B., 1998. The expression of P2X3 purinoreceptors 
in sensory neurons: effects of axotomy and glial-derived neurotrophic factor. Mol. Cell. 
Neurosci. 12, 256–268. 
Brake, A.J., Wagenbach, M.J., Julius, D., 1994. New structural motif for ligand-gated ion 
channels defined by an ionotropic ATP receptor. Nature 371, 519–523. 
Brändle, U., Spielmanns, P., Osteroth, R., Sim, J., Surprenant, A., Buell, G., Ruppersberg, J.P., 
Plinkert, P.K., Zenner, H.-P., Glowatzki, E., 1997. Desensitization of the P2X2 receptor 
controlled by alternative splicing. FEBS Lett. 404, 294–298. 
Brotherton-Pleiss, C.E., Dillon, M.P., Ford, A.P.D.W., Gever, J.R., Carter, D.S., Gleason, S.K., 
Lin, C.J., Moore, A.G., Thompson, A.W., Villa, M., Zhai, Y., 2010. Discovery and 
optimization of RO-85, a novel drug-like, potent, and selective P2X3 receptor antagonist. 
Bioorg. Med. Chem. Lett. 20, 1031–1036. 
Browne, L.E., North, R.A., 2013. P2X Receptor Intermediate Activation States Have Altered 
Nucleotide Selectivity. J. Neurosci. 33, 14801–14808. 
Burgard, E.C., Niforatos, W., Biesen, T. van, Lynch, K.J., Touma, E., Metzger, R.E., Kowaluk, 
E.A., Jarvis, M.F., 1999. P2X Receptor–Mediated Ionic Currents in Dorsal Root 
Ganglion Neurons. J. Neurophysiol. 82, 1590–1598. 
Burnstock, G., 1972. Purinergic nerves. Pharmacol. Rev. 24, 509–581. 
Burnstock, G., 1976. Purinergic receptors. J. Theor. Biol. 62, 491–503. 
Burnstock, G., 2014. Purinergic signalling: from discovery to current developments. Exp. 
Physiol. 99, 16–34. 
Burnstock, G., Campbell, G., Satchell, D., Smythe, A., 1970. Evidence that adenosine 
triphosphate or a related nucleotide is the transmitter substance released by non-
adrenergic inhibitory nerves in the gut. Br. J. Pharmacol. 40, 668–688. 
Burnstock, G., Dumsday, B., Smythe, A., 1972. Atropine resistant excitation of the urinary 
bladder: the possibility of transmission via nerves releasing a purine nucleotide. Br. J. 
Pharmacol. 44, 451–461. 
Careaga, C.L., Falke, J.J., 1992. Thermal Motions of Surface α-Helices in the D-Galactose 
Chemosensory Receptor. J. Mol. Biol. 226, 1219–1235. 
Carter, D.S., Alam, M., Cai, H., Dillon, M.P., Ford, A.P.D.W., Gever, J.R., Jahangir, A., Lin, C., 
Moore, A.G., Wagner, P.J., Zhai, Y., 2009. Identification and SAR of novel 
diaminopyrimidines. Part 1: The discovery of RO-4, a dual P2X(3)/P2X(2/3) antagonist 
for the treatment of pain. Bioorg. Med. Chem. Lett. 19, 1628–1631. 
Chen, C.-C., Akopian, A.N., Sivilottit, L., Colquhoun, D., Burnstock, G., Wood, J.N., 1995. A 
P2X purinoceptor expressed by a subset of sensory neurons. Nature 377, 428–431. 
Chen, C., Parker, M.S., Barnes, A.P., Deininger, P., Bobbin, R.P., 2000. Functional expression 
of three P2X(2) receptor splice variants from guinea pig cochlea. J. Neurophysiol. 83, 
1502–1509. 
Chen, Y., Li, G.-W., Wang, C., Gu, Y., Huang, L.-Y.M., 2005. Mechanisms underlying 
enhanced P2X receptor-mediated responses in the neuropathic pain state. Pain 119, 38–
48. 
Choi, D.W., Koh, J.Y., 1998. Zinc and Brain Injury. Annu. Rev. Neurosci. 21, 347–375. 
Clyne, J.D., LaPointe, L.D., Hume, R.I., 2002. The role of histidine residues in modulation of the 





Cockayne, D.A., Dunn, P.M., Zhong, Y., Rong, W., Hamilton, S.G., Knight, G.E., Ruan, H.-Z., 
Ma, B., Yip, P., Nunn, P., McMahon, S.B., Burnstock, G., Ford, A.P., 2005. P2X2 
knockout mice and P2X2/P2X3 double knockout mice reveal a role for the P2X2 receptor 
subunit in mediating multiple sensory effects of ATP. J. Physiol. 567, 621–639. 
Cockayne, D.A., Hamilton, S.G., Zhu, Q.-M., Dunn, P.M., Zhong, Y., Novakovic, S., Malmberg, 
A.B., Cain, G., Berson, A., Kassotakis, L., Hedley, L., Lachnit, W.G., Burnstock, G., 
McMahon, S.B., Ford, A.P.D.W., 2000. Urinary bladder hyporeflexia and reduced pain-
related behaviour in P2X 3-deficient mice. Nature 407, 1011–1015. 
Coddou, C., Codocedo, J.F., Li, S., Lillo, J.G., Acuña-Castillo, C., Bull, P., Stojilkovic, S.S., 
Huidobro-Toro, J.P., 2009. Reactive Oxygen Species Potentiate the P2X2 Receptor 
Activity through Intracellular Cys430. J. Neurosci. 29, 12284–12291. 
Coddou, C., Yan, Z., Obsil, T., Huidobro-Toro, J.P., Stojilkovic, S.S., 2011. Activation and 
regulation of purinergic P2X receptor channels. Pharmacol. Rev. 63, 641–683. 
Compan, V., Ulmann, L., Stelmashenko, O., Chemin, J., Chaumont, S., Rassendren, F., 2012. 
P2X2 and P2X5 Subunits Define a New Heteromeric Receptor with P2X7-Like 
Properties. J. Neurosci. 32, 4284–4296. 
Cook, S.P., McCleskey, E.W., 1997. Desensitization, recovery and Ca2+-dependent modulation 
of ATP-gated P2X receptors in nociceptors. Neuropharmacology 36, 1303–1308. 
Cook, S.P., Rodland, K.D., McCleskey, E.W., 1998. A memory for extracellular Ca2+ by 
speeding recovery of P2X receptors from desensitization. J. Neurosci. Off. J. Soc. 
Neurosci. 18, 9238–9244. 
Davies, D.L., Kochegarov, A.A., Kuo, S.T., Kulkarni, A.A., Woodward, J.J., King, B.F., Alkana, 
R.L., 2005. Ethanol differentially affects ATP-gated P2X3 and P2X4 receptor subtypes 
expressed in Xenopus oocytes. Neuropharmacology 49, 243–253. 
Davies, D.L., Machu, T.K., Guo, Y., Alkana, R.L., 2002. Ethanol Sensitivity in ATP-Gated P2X 
Receptors Is Subunit Dependent. Alcohol. Clin. Exp. Res. 26, 773–778. 
Ding, S., Sachs, F., 1999. Single Channel Properties of P2X2 Purinoceptors. J. Gen. Physiol. 
113, 695–720. 
Ding, S., Sachs, F., 1999. Ion permeation and block of P2X(2) purinoceptors: single channel 
recordings. J. Membr. Biol. 172, 215–223. 
Drury, A.N., Szent-Györgyi, A., 1929. The physiological activity of adenine compounds with 
especial reference to their action upon the mammalian heart. J. Physiol. 68, 213–237. 
Dunn, P.M., Zhong, Y., Burnstock, G., 2001. P2X receptors in peripheral neurons. Prog. 
Neurobiol. 65, 107–134. 
Eddy, M.C., Eschle, B.K., Barrows, J., Hallock, R.M., Finger, T.E., Delay, E.R., 2009. Double 
P2X2/P2X3 purinergic receptor knockout mice do not taste NaCl or the artificial 
sweetener SC45647. Chem. Senses 34, 789–797. 
Ennion, S.J., Evans, R.J., 2002. Conserved Cysteine Residues in the Extracellular Loop of the 
Human P2X1 Receptor Form Disulfide Bonds and Are Involved in Receptor Trafficking 
to the Cell Surface. Mol. Pharmacol. 61, 303 –311. 
Evans, R.J., 2008. Orthosteric and allosteric binding sites of P2X receptors. Eur. Biophys. J. 38, 
319–327. 
Evans, R.J., 2010. Structural interpretation of P2X receptor mutagenesis studies on drug action. 
Br J Pharmacol 161, 961–971. 
Evans, R.J., Lewis, C., Buell, G., Valera, S., North, R.A., Surprenant, A., 1995. Pharmacological 
characterization of heterologously expressed ATP-gated cation channels (P2x 
purinoceptors). Mol. Pharmacol. 48, 178–183. 
Evans, R.J., Lewis, C., Virginio, C., Lundstrom, K., Buell, G., Surprenant, A., North, R.A., 
1996. Ionic permeability of, and divalent cation effects on, two ATP-gated cation 





Fabbretti, E., Sokolova, E., Masten, L., D’Arco, M., Fabbro, A., Nistri, A., Giniatullin, R., 2004. 
Identification of Negative Residues in the P2X3 ATP Receptor Ectodomain as Structural 
Determinants for Desensitization and the Ca2+-sensing Modulatory Sites. J. Biol. Chem. 
279, 53109–53115. 
Finger, T.E., Danilova, V., Barrows, J., Bartel, D.L., Vigers, A.J., Stone, L., Hellekant, G., 
Kinnamon, S.C., 2005. ATP Signaling Is Crucial for Communication from Taste Buds to 
Gustatory Nerves. Science 310, 1495–1499. 
Ford, A.P., 2012. In pursuit of P2X3 antagonists: novel therapeutics for chronic pain and afferent 
sensitization. Purinergic Signal. 8, 3–26. 
Frederickson, C.J., Koh, J.-Y., Bush, A.I., 2005. The neurobiology of zinc in health and disease. 
Nat. Rev. Neurosci. 6, 449–462. 
Fukui, M., Nakagawa, T., Minami, M., Satoh, M., Kaneko, S., 2006. Inhibitory role of 
supraspinal P2X3/P2X2/3 subtypes on nociception in rats. Mol. Pain 2, 19. 
Garcia-Guzman, M., Stühmer, W., Soto, F., 1997. Molecular characterization and 
pharmacological properties of the human P2X3 purinoceptor. Brain Res. Mol. Brain Res. 
47, 59–66. 
Gerevich, Z., Zadori, Z.S., Köles, L., Kopp, L., Milius, D., Wirkner, K., Gyires, K., Illes, P., 
2007. Dual Effect of Acid pH on Purinergic P2X3 Receptors Depends on the Histidine 
206 Residue. J. Biol. Chem. 282, 33949–33957. 
Gever, J.R., Cockayne, D.A., Dillon, M.P., Burnstock, G., Ford, A.P.D.W., 2006. Pharmacology 
of P2X channels. Pflüg. Arch. Eur. J. Physiol. 452, 513–537. 
Gever, J.R., Soto, R., Henningsen, R.A., Martin, R.S., Hackos, D.H., Panicker, S., Rubas, W., 
Oglesby, I.B., Dillon, M.P., Milla, M.E., Burnstock, G., Ford, A.P., 2010. AF-353, a 
novel, potent and orally bioavailable P2X3/P2X2/3 receptor antagonist. Br. J. Pharmacol. 
160, 1387–1398. 
Greenwood, D., Yao, W.P., Housley, G.D., 1997. Expression of the P2X2 receptor subunit of the 
ATP-gated ion channel in the retina. Neuroreport 8, 1083–1088. 
Gu, J.G., MacDermott, A.B., 1997. Activation of ATP P2X receptors elicits glutamate release 
from sensory neuron synapses. Nature 389, 749–753. 
Hamilton, S.G., Wade, A., McMahon, S.B., 1999. The effects of inflammation and inflammatory 
mediators on nociceptive behaviour induced by ATP analogues in the rat. Br. J. 
Pharmacol. 126, 326–332. 
Hamilton, S.G., Warburton, J., Bhattacharjee, A., Ward, J., McMahon, S.B., 2000. ATP in 
human skin elicits a dose-related pain response which is potentiated under conditions of 
hyperalgesia. Brain J. Neurol. 123 ( Pt 6), 1238–1246. 
Hansen, M.A., Bennett, M.R., Barden, J.A., 1999. Distribution of purinergic P2X receptors in 
the rat heart. J. Auton. Nerv. Syst. 78, 1–9. 
Hattori, M., Gouaux, E., 2012. Molecular mechanism of ATP binding and ion channel activation 
in P2X receptors. Nature. 485, 207-212. 
Hausmann, R., Bodnar, M., Woltersdorf, R., Wang, H., Fuchs, M., Messemer, N., Qin, Y., 
Günther, J., Riedel, T., Grohmann, M., Nieber, K., Schmalzing, G., Rubini, P., Illes, P., 
2012. ATP binding site mutagenesis reveals different subunit stoichiometry of functional 
P2X2/3 and P2X2/6 receptors. J. Biol. Chem. 287, 13930–13943. 
Housley, G.D., Greenwood, D., Bennett, T., Ryan, A.F., 1995. Identification of a Short Form of 
the P2xR1-Purinoceptor Subunit Produced by Alternative Splicing in the Pituitary and 
Cochlea. Biochem. Biophys. Res. Commun. 212, 501–508. 
Housley, G.D., Kanjhan, R., Raybould, N.P., Greenwood, D., Salih, S.G., Järlebark, L., Burton, 
L.D., Setz, V.C.M., Cannell, M.B., Soeller, C., Christie, D.L., Usami, S., Matsubara, A., 





the ATP-Gated Ion Channel in the Cochlea: Implications for Sound Transduction and 
Auditory Neurotransmission. J. Neurosci. 19, 8377–8388. 
Jahangir, A., Alam, M., Carter, D.S., Dillon, M.P., Bois, D.J.D., Ford, A.P.D.W., Gever, J.R., 
Lin, C., Wagner, P.J., Zhai, Y., Zira, J., 2009. Identification and SAR of novel 
diaminopyrimidines. Part 2: The discovery of RO-51, a potent and selective, dual 
P2X(3)/P2X(2/3) antagonist for the treatment of pain. Bioorg. Med. Chem. Lett. 19, 
1632–1635. 
Jarvis, M.F., 2003. Contributions of P2X3 homomeric and heteromeric channels to acute and 
chronic pain. Expert Opin. Ther. Targets 7, 513–522. 
Jarvis, M.F., Burgard, E.C., McGaraughty, S., Honore, P., Lynch, K., Brennan, T.J., Subieta, A., 
van Biesen, T., Cartmell, J., Bianchi, B., Niforatos, W., Kage, K., Yu, H., Mikusa, J., 
Wismer, C.T., Zhu, C.Z., Chu, K., Lee, C.-H., Stewart, A.O., Polakowski, J., Cox, B.F., 
Kowaluk, E., Williams, M., Sullivan, J., Faltynek, C., 2002. A-317491, a novel potent 
and selective non-nucleotide antagonist of P2X3 and P2X2/3 receptors, reduces chronic 
inflammatory and neuropathic pain in the rat. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99, 17179–
17184. 
Jarvis, M.F., Khakh, B.S., 2009. ATP-gated P2X cation-channels. Neuropharmacology 56, 208–
215. 
Jiang, L.-H., Kim, M., Spelta, V., Bo, X., Surprenant, A., North, R.A., 2003. Subunit 
arrangement in P2X receptors. J. Neurosci. Off. J. Soc. Neurosci. 23, 8903–8910. 
Jiang, R., Lemoine, D., Martz, A., Taly, A., Gonin, S., Prado de Carvalho, L., Specht, A., 
Grutter, T., 2011. Agonist trapped in ATP-binding sites of the P2X2 receptor. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A. 108, 9066 –9071. 
Jiang, R., Taly, A., Lemoine, D., Martz, A., Cunrath, O., Grutter, T., 2012. Tightening of the 
ATP-binding sites induces the opening of P2X receptor channels. EMBO J. 31, 2134–
2143. 
Kaczmarek-Hajek, K., Lorinczi, E., Hausmann, R., Nicke, A., 2012. Molecular and functional 
properties of P2X receptors--recent progress and persisting challenges. Purinergic Signal. 
8, 375–417. 
Karoly, R., Mike, A., Illes, P., Gerevich, Z., 2008. The Unusual State-Dependent Affinity of 
P2X3 Receptors Can Be Explained by an Allosteric Two-Open-State Model. Mol. 
Pharmacol. 73, 224–234. 
Kawate, T., Michel, J.C., Birdsong, W.T., Gouaux, E., 2009. Crystal structure of the ATP-gated 
P2X(4) ion channel in the closed state. Nature 460, 592–598. 
Khakh, B.S., Burnstock, G., Kennedy, C., King, B.F., North, R.A., Séguéla, P., Voigt, M., 
Humphrey, P.P., 2001. International union of pharmacology. XXIV. Current status of the 
nomenclature and properties of P2X receptors and their subunits. Pharmacol. Rev. 53, 
107–118. 
Khakh, B.S., Fisher, J.A., Nashmi, R., Bowser, D.N., Lester, H.A., 2005. An Angstrom Scale 
Interaction between Plasma Membrane ATP-Gated P2X2 and α4β2 Nicotinic Channels 
Measured with Fluorescence Resonance Energy Transfer and Total Internal Reflection 
Fluorescence Microscopy. J. Neurosci. 25, 6911–6920. 
Khakh, B.S., North, R.A., 2012. Neuromodulation by extracellular ATP and P2X receptors in the 
CNS. Neuron 76, 51–69. 
King, B.F., Wildman, S.S., Ziganshina, L.E., Pintor, J., Burnstock, G., 1997. Effects of 
extracellular pH on agonism and antagonism at a recombinant P2X2 receptor. Br. J. 
Pharmacol. 121, 1445–1453. 
King, B.F., Ziganshina, L.E., Pintor, J., Burnstock, G., 1996. Full sensitivity of P2X2 






King, M., Housley, G.D., Raybould, N.P., Greenwood, D., Salih, S.G., 1998. Expression of 
ATP-gated ion channels by Reissner’s membrane epithelial cells. Neuroreport 9, 2467–
2474. 
Koshimizu, T., Tomić, M., Van Goor, F., Stojilkovic, S.S., 1998. Functional Role of Alternative 
Splicing in Pituitary P2X2 Receptor-Channel Activation and Desensitization. Mol. 
Endocrinol. 12, 901–913. 
Kowalski, M., Hausmann, R., Dopychai, A., Grohmann, M., Franke, H., Nieber, K., Schmalzing, 
G., Illes, P., Riedel, T., 2014. Conformational flexibility of the agonist binding jaw of the 
human P2X3 receptor is a prerequisite for channel opening. Br. J. Pharmacol. 171, 5093-
5112. 
Kwong, K., Kollarik, M., Nassenstein, C., Ru, F., Undem, B.J., 2008. P2X2 receptors 
differentiate placodal vs. neural crest C-fiber phenotypes innervating guinea pig lungs 
and esophagus. Am. J. Physiol. - Lung Cell. Mol. Physiol. 295, 858–865. 
Lewis, C., Neidhart, S., Holy, C., North, R.A., Buell, G., Surprenant, A., 1995. Coexpression of 
P2X2 and P2X3 receptor subunits can  account for ATP-gated currents in sensory 
neurons. Nature 377, 432–435. 
Li, C., Peoples, R.W., Li, Z., Weight, F.F., 1993. Zn2+ potentiates excitatory action of ATP on 
mammalian neurons. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90, 8264–8267. 
Li, C., Peoples, R.W., Weight, F.F., 1996. Proton potentiation of ATP-gated ion channel 
responses to ATP and Zn2+ in rat nodose ganglion neurons. J. Neurophysiol. 76, 3048–
3058. 
Liu, M., King, B.F., Dunn, P.M., Rong, W., Townsend-Nicholson, A., Burnstock, G., 2001. 
Coexpression of P2X3 and P2X2 Receptor Subunits in Varying Amounts Generates 
Heterogeneous Populations of P2X Receptors That Evoke a Spectrum of Agonist 
Responses Comparable to That Seen in Sensory Neurons. J. Pharmacol. Exp. Ther. 296, 
1043–1050. 
Loo, T.W., Clarke, D.M., 2001. Determining the Dimensions of the Drug-binding Domain of 
Human P-glycoprotein Using Thiol Cross-linking Compounds as Molecular Rulers. J. 
Biol. Chem. 276, 36877–36880. 
Lorca, R.A., Coddou, C., Gazitúa, M.C., Bull, P., Arredondo, C., Huidobro-Toro, J.P., 2005. 
Extracellular histidine residues identify common structural determinants in the 
copper/zinc P2X2 receptor modulation. J. Neurochem. 95, 499–512. 
Lörinczi, É., Bhargava, Y., Marino, S.F., Taly, A., Kaczmarek-Hájek, K., Barrantes-Freer, A., 
Dutertre, S., Grutter, T., Rettinger, J., Nicke, A., 2012. Involvement of the cysteine-rich 
head domain in activation and desensitization of the P2X1 receptor. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U. S. A. 109, 11396-11401. 
Lynch, K.J., Touma, E., Niforatos, W., Kage, K.L., Burgard, E.C., Biesen, T. van, Kowaluk, 
E.A., Jarvis, M.F., 1999. Molecular and Functional Characterization of Human P2X2 
Receptors. Mol. Pharmacol. 56, 1171–1181. 
Maines, M.D., Gibbs, P.E.M., 2005. 30 some years of heme oxygenase: From a “molecular 
wrecking ball” to a “mesmerizing” trigger of cellular events. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 338, 568–577. 
Marquez-Klaka, B., Rettinger, J., Bhargava, Y., Eisele, T., Nicke, A., 2007. Identification of an 
Intersubunit Cross-Link between Substituted Cysteine Residues Located in the Putative 
ATP Binding Site of the P2X1 Receptor. J. Neurosci. 27, 1456 –1466. 
Marquez-Klaka, B., Rettinger, J., Nicke, A., 2009. Inter-subunit disulfide cross-linking in 
homomeric and heteromeric P2X receptors. Eur. Biophys. J. 38, 329–338. 
Nagaya, N., Tittle, R.K., Saar, N., Dellal, S.S., Hume, R.I., 2005. An intersubunit zinc binding 





Nakatsuka, T., Tsuzuki, K., Ling, J.X., Sonobe, H., Gu, J.G., 2003. Distinct Roles of P2X 
Receptors in Modulating Glutamate Release at Different Primary Sensory Synapses in 
Rat Spinal Cord. J. Neurophysiol. 89, 3243–3252. 
Neelands, T.R., Burgard, E.C., Uchic, M.E., McDonald, H.A., Niforatos, W., Faltynek, C.R., 
Lynch, K.J., Jarvis, M.F., 2003. 2′, 3′-O-(2,4,6,Trinitrophenyl)-ATP and A-317491 are 
competitive antagonists at a slowly desensitizing chimeric human P2X3 receptor. Br. J. 
Pharmacol. 140, 202–210. 
Nicke, A., Bäumert, H.G., Rettinger, J., Eichele, A., Lambrecht, G., Mutschler, E., Schmalzing, 
G., 1998. P2X1 and P2X3 receptors form stable trimers: a novel structural motif of 
ligand-gated ion channels. EMBO J. 17, 3016–3028. 
Nörenberg, W., Illes, P., 2000. Neuronal P2X receptors: localisation and functional properties. 
Naunyn. Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 362, 324–339. 
North, R.A., 2002. Molecular Physiology of P2X Receptors. Physiol. Rev. 82, 1013 –1067. 
Orriss, I.R., Key, M.L., Brandao-Burch, A., Patel, J.J., Burnstock, G., Arnett, T.R., 2012. The 
regulation of osteoblast function and bone mineralisation by extracellular nucleotides: 
The role of p2x receptors. Bone 51, 389–400. 
Parker, M.S., Larroque, M.L., Campbell, J.M., Bobbin, R.P., Deininger, P.L., 1998. Novel 
variant of the P2X2 ATP receptor from the guinea pig organ of Corti. Hear. Res. 121, 
62–70. 
Paukert, M., Osteroth, R., Geisler, H.-S., Brändle, U., Glowatzki, E., Ruppersberg, J.P., Gründer, 
S., 2001. Inflammatory Mediators Potentiate ATP-gated Channels through the P2X3 
Subunit. J. Biol. Chem. 276, 21077–21082. 
Petrenko, N., Khafizov, K., Tvrdonova, V., Skorinkin, A., Giniatullin, R., 2011. Role of the 
ectodomain serine 275 in shaping the binding pocket of the ATP-gated P2X3 receptor. 
Biochemistry 50, 8427–8436. 
Punthambaker, S., Blum, J.A., Hume, R.I., 2012. High Potency Zinc Modulation of Human 
P2X2 Receptors and Low Potency Zinc Modulation of Rat P2X2 Receptors Share a 
Common Molecular Mechanism. J. Biol. Chem. 287, 22099–22111. 
Punthambaker, S., Hume, R.I., 2014. Potent and long-lasting inhibition of human P2X2 receptors 
by copper. Neuropharmacology 77, 167–176. 
Ralevic, V., Burnstock, G., 1998. Receptors for Purines and Pyrimidines. Pharmacol. Rev. 50, 
413–492. 
Ren, J., Bian, X., DeVries, M., Schnegelsberg, B., Cockayne, D.A., Ford, A.P.D.W., Galligan, 
J.J., 2003. P2X2 subunits contribute to fast synaptic excitation in myenteric neurons of 
the mouse small intestine. J. Physiol. 552, 809–821. 
Roberts, J.A., Allsopp, R.C., El Ajouz, S., Vial, C., Schmid, R., Young, M.T., Evans, R.J., 2012. 
Agonist binding evokes extensive conformational changes in the extracellular domain of 
the ATP-gated human P2X1 receptor ion channel. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 109, 
4663–4667. 
Rong, W., Gourine, A.V., Cockayne, D.A., Xiang, Z., Ford, A.P.D.W., Spyer, K.M., Burnstock, 
G., 2003. Pivotal role of nucleotide P2X2 receptor subunit of the ATP-gated ion channel 
mediating ventilatory responses to hypoxia. J. Neurosci. Off. J. Soc. Neurosci. 23, 
11315–11321. 
Shimizu, I., Iida, T., Guan, Y., Zhao, C., Raja, S.N., Jarvis, M.F., Cockayne, D.A., Caterina, 
M.J., 2005. Enhanced thermal avoidance in mice lacking the ATP receptor P2X3. Pain 
116, 96–108. 
Shrivastava, A.N., Triller, A., Sieghart, W., Sarto-Jackson, I., 2011. Regulation of GABAA 






Simon, J., Kidd, E.J., Smith, F.M., Chessell, I.P., Murrell-Lagnado, R., Humphrey, P.P., 
Barnard, E.A., 1997. Localization and functional expression of splice variants of the 
P2X2 receptor. Mol. Pharmacol. 52, 237–248. 
Skorinkin, A., Nistri, A., Giniatullin, R., 2003. Bimodal Action of Protons on ATP Currents of 
Rat PC12 Cells. J. Gen. Physiol. 122, 33–44. 
Sluyter, R., Barden, J.A., Wiley, J.S., 2001. Detection of P2X purinergic receptors on human B 
lymphocytes. Cell Tissue Res. 304, 231–236. 
Sokolova, E., Nistri, A., Giniatullin, R., 2001. Negative Cross Talk between Anionic GABAA 
and Cationic P2X Ionotropic Receptors of Rat Dorsal Root Ganglion Neurons. J. 
Neurosci. 21, 4958–4968. 
Souslova, V., Cesare, P., Ding, Y., Akopian, A.N., Stanfa, L., Suzuki, R., Carpenter, K., 
Dickenson, A., Boyce, S., Hill, R., Nebenius-Oosthuizen, D., Smith, A.J.H., Kidd, E.J., 
Wood, J.N., 2000. Warm-coding deficits and aberrant inflammatory pain in mice lacking 
P2X 3 receptors. Nature 407, 1015–1017. 
Stelmashenko, O., Lalo, U., Yang, Y., Bragg, L., North, R.A., Compan, V., 2012. Activation of 
trimeric P2X2 receptors by fewer than three ATP molecules. Mol. Pharmacol. 82, 760–
766. 
Stoop, R., Surprenant, A., North, R.A., 1997. Different sensitivities to pH of ATP-induced 
currents at four cloned P2X receptors. J. Neurophysiol. 78, 1837–1840. 
Tempest, H.V., Dixon, A.K., Turner, W.H., Elneil, S., Sellers, L.A., Ferguson, D.R., 2004. P2X 
and P2X receptor expression in human bladder urothelium and changes in interstitial 
cystitis. BJU Int. 93, 1344–1348. 
Thomas, S., Virginio, C., North, R.A., Surprenant, A., 1998. The antagonist trinitrophenyl-ATP 
reveals co-existence of distinct P2X receptor channels in rat nodose neurones. J. Physiol. 
509, 411–417. 
Thornton, J.M., 1981. Disulphide bridges in globular proteins. J. Mol. Biol. 151, 261–287. 
Tittle, R.K., Hume, R.I., 2008. Opposite effects of zinc on human and rat P2X2 receptors. J. 
Neurosci. Off. J. Soc. Neurosci. 28, 11131–11140. 
Tsuda, M., Koizumi, S., Kita, A., Shigemoto, Y., Ueno, S., Inoue, K., 2000. Mechanical 
Allodynia Caused by Intraplantar Injection of P2X Receptor Agonist in Rats: 
Involvement of Heteromeric P2X2/3 Receptor Signaling in Capsaicin-Insensitive 
Primary Afferent Neurons. J. Neurosci. 20, RC90, 1-5. 
Ueno, S., Tsuda, M., Iwanaga, T., Inoue, K., 1999. Cell type-specific ATP-activated responses in 
rat dorsal root ganglion neurons. Br. J. Pharmacol. 126, 429–436. 
Valera, S., Hussy, N., Evans, R.J., Adami, N., North, R.A., Surprenant, A., Buell, G., 1994. A 
new class of ligand-gated ion channel defined by P2x receptor for extracellular ATP. 
Nature 371, 516–519. 
Virginio, C., North, R.A., Surprenant, A., 1998. Calcium permeability and block at homomeric 
and heteromeric P2X2 and P2X3 receptors, and P2X receptors in rat nodose neurones. J. 
Physiol. 510, 27–35. 
Vulchanova, L., Arvidsson, U., Riedl, M., Wang, J., Buell, G., Surprenant, A., North, R.A., Elde, 
R., 1996. Differential distribution of two ATP-gated channels (P2X receptors) 
determined by immunocytochemistry. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93, 8063–8067. 
Vulchanova, L., Riedl, M.S., Shuster, S.J., Buell, G., Surprenant, A., North, R.A., Elde, R., 1997. 
Immunohistochemical study of the P2X2 and P2X3 receptor subunits in rat and monkey 
sensory neurons and their central terminals. Neuropharmacology 36, 1229–1242. 
Wildman, S.S., King, B.F., Burnstock, G., 1998. Zn2+ modulation of ATP-responses at 






Wildman, S.S., King, B.F., Burnstock, G., 1999. Modulatory activity of extracellular H+ and 
Zn2+ on ATP-responses at rP2X1 and rP2X3 receptors. Br. J. Pharmacol. 128, 486–492. 
Wilkinson, W., Gadeberg, H., Harrison, A., Allen, N., Riccardi, D., Kemp, P., 2009. Carbon 
monoxide is a rapid modulator of recombinant and native P2X2 ligand-gated ion 
channels. Br. J. Pharmacol. 158, 862–871. 
Wilkinson, W.J., Jiang, L.-H., Surprenant, A., North, R.A., 2006. Role of ectodomain lysines in 
the subunits of the heteromeric P2X2/3 receptor. Mol. Pharmacol. 70, 1159–1163. 
Wirkner, K., Sperlagh, B., Illes, P., 2007. P2X3 Receptor Involvement in Pain States. Mol. 
Neurobiol. 36, 165–183. 
Wolf, C., Rosefort, C., Fallah, G., Kassack, M.U., Hamacher, A., Bodnar, M., Wang, H., Illes, 
P., Kless, A., Bahrenberg, G., Schmalzing, G., Hausmann, R., 2011. Molecular 
Determinants of Potent P2X2 Antagonism Identified by Functional Analysis, 
Mutagenesis, and Homology Docking. Mol. Pharmacol. 79, 649–661. 
Xiang, Z., Bo, X., Burnstock, G., 1998. Localization of ATP-gated P2X receptor 
immunoreactivity in rat sensory and sympathetic ganglia. Neurosci. Lett. 256, 105–108. 
Xiong, K., Peoples, R.W., Montgomery, J.P., Chiang, Y., Stewart, R.R., Weight, F.F., Li, C., 
1999. Differential Modulation by Copper and Zinc of P2X2and P2X4 Receptor Function. 
J. Neurophysiol. 81, 2088–2094. 
Yiangou, Y., Facer, P., Baecker, P.A., Ford, A.P., Knowles, C.H., Chan, C.L., Williams, N.S., 
Anand, P., 2001. ATP-gated ion channel P2X(3) is increased in human inflammatory 
bowel disease. Neurogastroenterol. Motil. Off. J. Eur. Gastrointest. Motil. Soc. 13, 365–
369. 
Zhang, L., Xu, H., Jie, Y., Gao, C., Chen, W., Yin, S., Samways, D.S.K., Li, Z., 2014. 
Involvement of ectodomain Leu 214 in ATP binding and channel desensitization of the 
P2X4 receptor. Biochemistry 53, 3012–3019. 
 
Afferentpharma.com [Internet]. San Mateo Californien: Afferent Pharmaceuticals, Inc.; 
[abgerufen am 16.12.2014]. Verfügbar unter: http://www.afferentpharma.com/ 
 
  




Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit 
 
Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbständig und ohne unzulässige Hilfe oder 
Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich versichere, dass Dritte 
von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen für Arbeiten erhalten haben, die 
im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen, und dass die vorgelegte 
Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form einer anderen 
Prüfungsbehörde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Prüfungsverfahrens vorgelegt 
wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen übernommene Material, das in der 
Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich 
gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt an der Entstehung der 





....................................      ....................................  











Seit 07/2012 Promotion am Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie 
und Toxikologie in der Forschungsgruppe Zelluläre 
Pharmakologie bei Prof. Dr. Dr. Peter Illes, Medizinische 
Fakultät der Universität Leipzig 
10/2012 – 03/2013 Promotionsförderung für eine experimentelle Promotions-
arbeit durch die Medizinische Fakultät der Universität 
Leipzig 
12/2012 Posterpräsentation auf dem 11. Research Festival for Life 
Sciences Leipzig 




10/2007 – 06/2014   Universität Leipzig, Studium der Humanmedizin 
09/2009    1. Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
06/2014    2. Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
 
Schulbildung: 
1994 – 1998    Volksschule Wiesau 
1998 – 2007    Otto-Hahn-Gymnasium Marktredwitz 








Die vorliegende Dissertation entstand am Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie und 
Toxikologie der Universität Leipzig in der Forschungsgruppe Zelluläre Pharmakologie unter der 
Leitung von Herrn Prof. Dr. Dr. Peter Illes. So gilt im besonderen Maße ihm mein Dank, für die 
Überlassung des anspruchsvollen und interessanten Themas, für seine stetige 
Gesprächsbereitschaft und das mir entgegengebrachte Vertrauen. Durch seine Unterstützung 
konnte ich wertvolle Einblicke in das wissenschaftliche Arbeiten und aktuelle 
Forschungsarbeiten gewinnen, was diese Arbeit erst möglich gemacht hat. 
 
Ebenso möchte ich Frau Maria Kowalski und Herrn Dr. Thomas Riedel danken, die mir bei allen 
aufgetretenen Problemen und Fragen genauso mit Rat und Tat sowie viel Geduld zur Seite 
standen. Durch ihre fachliche Kompetenz bezüglich der hier angewandten Methoden wurde mir 
die Anleitung sehr erleichtert. 
 
Ich danke meinen lieben Eltern, meiner Schwester, Manuel und meinen Freunden, die immer für 
mich da sind und mich während der gesamten Zeit des Entstehens dieser Arbeit begleitet haben. 
 
Vielen Dank. 
